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ABSTRAKT 
 Cílem diplomové práce bylo vytvořit metodu pro stanovení reziduí léčiv v odpadním kalu 
z čistíren odpadních vod. Pro stanovení byla vybrána sulfonamidová a diaminopyrimidinová 
antibiotika, která se používají v humánní i při veterinární medicíně. Léčiva spolu s fekáliemi 
a močí pronikají na čistírnu odpadních vod, kde nejsou čistírenskými pochody zcela 
odstraněny. Mohou se proto vyskytovat ve vyčištěné odpadní vodě nebo v kalu; takto dále 
pronikají do životního prostředí, kde mohou vyvolat negativní efekty na vodní a půdní 
organismy.  
 Vybraná antibiotika byla pomocí vytvořené a optimalizované metody zjišťována v reálných 
vzorcích kalu z  brněnské čistírny odpadních vod v Brně – Modřicích a v reálných vzorcích 
odpadní vody z Veterinární a farmaceutické univerzity Brno.   
 Léčiva byla z kalu izolována pomocí extrakce ultrazvukem a zrychlené extrakce 
rozpouštědlem (PSE). Extrakce na tuhou fázi (SPE) byla použita pro izolaci léčiv z reálných 
vzorků vody i kalu. Metoda byla současně použita pro přečištění a zakoncentrování. Vlastní 
stanovení sulfonamidových a diaminopyrimidinových antibiotik bylo provedeno pomocí 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV – VIS detektorem typu diodového pole 
(HPLC – DAD). 
ABSTRACT 
 The aim of diploma thesis was  finding of the method for the determination of drug residua 
in sewage sludge from wastewater treatment plant. Selected sulfonamide and 
diaminopyrimidine antibiotics, which are used in human and veterinary medicine, were 
selected as target compounds. They are discharged to the sewer systems together with the 
urine and faeces and enter the sewage treatment plant, where they are not completely 
removed. They can be found in treated waste water or in sewage sludge. They can enter to the 
environment, where they can induce negative effects on organisms in soil and water 
ecosystem.   
 An optimized method was used for identification and determination of these antibiotics in 
real samples from the large-scale waste water treatment plant in Brno-Modřice and from the 
waste water treatment plant situated in the area of Veterinary and Pharmaceutical University 
Brno.  
 Antibiotics were extracted from sewage sludge by ultrasonic and by pressure solvent 
extraction (PSE). Waste water and sewage sludge real samples were concentrated and cleaned 
by solid phase extraction (SPE). For determination these antibiotics high performance liquid 
chromatography with diode array detector (HPLC  – DAD) was used.  
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1. ÚVOD 
 Léčiva jsou nezbytnou součástí světa lidí. Jsou využívána k léčbě a prevenci nemocí, a to 
jak u člověka, tak i u zvířat. Velmi důležitou skupinou léčiv jsou antibiotika, která jsou 
vesměs užívána při léčbě bakteriálních onemocněních. Mezi často používaná antibiotika patří 
také sulfonamidy, které se podávají často v kombinaci spolu s trimethoprimem, což je 
diaminopyrimidinové antibiotikum. Po požití léčiva a jeho absorbování dochází v organismu 
k distribuci a následně k biotransformaci, při které mohou vzniknout metabolity léčiva. Dále 
dochází v organismu k vyloučení léčiva a jeho metabolitů z těla, což se děje především močí 
a fekáliemi. Léčiva tak pronikají do čistíren odpadních vod, kde nejsou v rámci komplexního 
čistírenského procesu zcela eliminována. Objevují se jak ve vyčištěné odpadní vodě, tak také 
v čistírenském kalu. Odtud pronikají do životního prostředí, kde mohou způsobit rezistenci 
mikroorganismů nebo mohou toxicky působit na vodní organismy.  
 Je proto důležité sledovat množství léčiv jak v odpadní vodě, tak i v kalu. Koncentrace 
léčiv je však v těchto matricích velmi nízká, a proto je nezbytné zvolit vhodnou metodu pro 
jejich stanovení. Důležitá je také volba vhodného preanalytického postupu, protože především 
při stanovování léčiv v kalu je velmi důležitou součástí analytického postupu přečištění, 
v rámci kterého je nutné odstranit velké množství interferujících látek. Vhodným postupem je 
využití SPE extrakce, která kromě přečištění zajistí i zkoncentrování vzorku. Pro vlastní 
analýzu se nejčastěji doporučuje použití vysoko účinné kapalinové chromatografie; pro 
stanovení některých léčiv je naopak optimální plynová chromatografie a kapilární zónová 
elektroforéza. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Antibiotika a antimikrobní chemoterapeutika 
 Antibiotika a antimikrobní chemoterapeutika se používají k léčbě nebo prevenci různých 
infekčních onemocnění. Antibiotika jsou produkována mikroorganismy (přírodní) 
se schopností inhibovat růst a množení jiných mikroorganismů. Naproti tomu antimikrobní 
chemoterapeutika jsou uměle syntetizované antibakteriální látky. V současné době není velký 
rozdíl mezi těmito dvěma pojmy [1, 2, 3, 4].    
 Pro aplikaci antibiotik jsou velice důležité informace o jejich vlastnostech, především 
o mechanismu působení, nežádoucích projevech (toxicita, rezistence) a farmakokinetice [5].        
2.1.1. Historie antibiotik 
 Historie antibiotik sahá až do devatenáctého století. V roce 1877 popsal L. Pasteur 
antagonistické působení některých anaerobních bakterií na růst bacilu B. anthracis a poukázal 
na možnost využití tohoto poznatku v medicíně. Praktickému využití prvních známých 
antibiotik bránila jejich toxicita. Éra aplikace antibiotik byla nastartována až v roce 1929 
objevem penicilinu A. Flemingem. Na Flemingovu práci navázali Florey a Chain, kteří se 
soustředili na vypracování kultivační metody, která by umožnila získat dostatečné množství 
penicilinu k léčbě lidí. V roce 1941 se úspěšně podařilo vyléčit nemocné pacienty a tím začala 
průmyslová výroba penicilínu [1, 6].    
 Ve 40. a 50. letech minulého století byly učiněny i další zásadní objevy v oblasti antibiotik: 
streptomycin (1944), bacitracin (1945), chloramfenikol (1947), chlortetracyklin (1948), 
erytromycin (1952) a mnoho dalších. Počet dodnes izolovaných a charakterizovaných 
antibiotik se odhaduje na stovky, využití v medicíně však nalezla pouze malá část z těchto 
látek. Důvodem je již zmíněná vysoká toxicita [1, 6].    
2.1.2. Rozdělení antibiotik 
 Antibiotika jsou strukturně rozmanité sloučeniny. Na základě tohoto ukazatele je lze dělit 
dle různých charakteristik, například podle chemické struktury, biologického původu, 
léčebného použití apod. [7].    
 Podle způsobu přípravy dělíme antibiotika na přirozená (přímo produkovaná 
mikroorganismy), semisyntetická (připravovaná chemickou obměnou základní molekuly 
přirozeného antibiotika) a syntetická (připravená chemickou syntézou) [7].    
 Dalším důležitým kritériem je dělení na látky bakteriocidní a bakteriostatické (viz tab. 1).    
•  Antibiotika s bakteriocidním účinkem usmrcují mikroorganismy. Patří mezi ně 
například látky, které ovlivňují buněčnou stěnu nebo buněčnou membránu.  
•  Antibiotika s bakteriostatickým účinkem inhibují růst a množení mikroorganismů. 
Bakteriostaticky působí především ta antibiotika, která narušují proteosyntézu [4, 8].    
 Dále můžeme antibiotika rozdělit dle místa účinku na celková (perorální, parenterální) 
a místní (lokálně aplikovaná) [7].    
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Tabulka 1:  
Rozdělení antibakteriálních látek podle účinku – bakteriocidní vs. bakteriostatické  [9]  
   
bakteriocidní účinek bakteriostatický účinek 
peniciliny tetracykliny 
cefalosporiny makrolidy 
monobaktamy sulfonamidy 
karbapenemy glycylcykliny 
aminoglykosidy chloramfenikol 
peptidy linkosamidy 
glykopeptidy oxazolidinony 
nitroimidazoly streptograminy 
fluorochinolony imidazoly 
amfotericin B antivirotika 
antituberkulotika (některá) antituberkulotika (některá) 
    
2.1.3. Mechanismus účinku antibiotik 
 Antibiotika mohou tlumit růst bakterií různými mechanismy a na různých místech 
v organismu (viz obr. 1) a mohou působit také více mechanismy najednou [3, 8].    
 Mechanismus účinku antibiotik určuje spektrum jejich účinků, jejich aktivitu a objasňuje 
jejich účinek na základě způsobu, kterým antibiotika zasahují do známých fyziologických 
nebo biochemických pochodů. Mechanismy účinku antibiotik lze rozdělit do několika skupin 
(viz tab. 2) [3, 8]. 
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Obrázek 1: Místa v buňce, ve kterých působí jednotlivé skupiny antibiotik [4]    
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Tabulka 2: Přehled mechanismu účinku antibiotik s příklady antibiotik [10]   
Inhibice syntézy buněčné stěny peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karba-
penemy, vankomycin, bacitracin 
Poškození funkce cytoplazmatické 
membrány 
amfotericin B, azoly, polyeny, polymyxiny 
Inhibice syntézy buněčných bílkovin aminoglykozidy, chloramfenikol, makrolidy, tetra-
cykliny, linkomycin 
Inhibice syntézy nukleových kyselin sulfonamidy, trimethoprim, chinolony, rifampicin, 
pyrimetamin 
2.1.3.1. Inhibice syntézy buněčné stěny 
 Bakterie, na rozdíl od živočišných buněk, mají cytoplazmatickou membránu krytou 
buněčnou stěnou, která se u jednotlivých kmenů liší svou stavbou, tloušťkou i kvalitou. 
Buněčná stěna je nezbytně nutná pro přežití mikroorganismu. Udržuje jeho tvar a zabezpečuje 
optimální nitrobuněčné prostředí (vysoký intracelulární tlak). Poškození buněčné stěny nebo 
inhibice tvorby některé z komponent vede k poruše její funkce, případně až k lýze buňky 
(bakteriocidní účinek) [10].  
 Inhibice syntézy buněčné stěny je mechanismus, kterým účinkují β-laktamová antibiotika. 
Vážou se na enzymy zodpovědné za příčné propojení molekuly peptidoglykenů v bakteriální 
buněčné stěně. Takto je blokují a brání vzniku plně funkční bakteriální stěny. Vznikají tak 
buňky s defektní buněčnou stěnou, neschopné odolávat osmotickým změnám prostředí, 
což vede k lýze buňky a k buněčné smrti [3].   
2.1.3.2. Poškození funkce cytoplazmatické membrány 
 Poškozením funkce cytoplazmatické membrány dochází ke zvýšení permeability 
a následnému narušení iontové rovnováhy buňky. Mezi látky takto působící patří například 
polymyxiny a amfotericin B. Jedná se o mechanismus bakteriocidní [3].   
2.1.3.3. Inhibice syntézy buněčných bílkovin  
 Účinek antibiotik zasahujících do syntézy bílkovin je většinou bakteriostatický. Patří sem 
aminoglykosidy, chloramfenikol a tetracykliny. Aminoglykosidy se vážou na ribozomy 
v bakteriální buňce a způsobují tvorbu defektních proteinů, které poté nejsou schopny plnit 
svoji enzymatickou nebo strukturální funkci. Chloramfenikol blokuje na ribozomu enzym, 
který přenáší rostoucí peptidový řetězec k následující aminokyselině, která proto nemůže být 
připojena a zastaví tak tvorbu proteinů. Tetracykliny blokují přístup aminokyselin 
k ribozomům; aminokyseliny tak nemohou být spojovány s proteiny [3, 11].   
2.1.3.4. Inhibice syntézy nukleových kyselin  
 Látky inhibující syntézu nukleových kyselin lze rozdělit do dvou skupin, inhibice 
DNA-gyrázy a inhibice RNA-polymerázy. DNA-gyráza je bakteriální enzym důležitý 
pro replikaci DNA. Mezi antibiotika blokující DNA-gyrázu  patří např. antibiotika chinolová. 
Antibiotika působící inhibicí RNA-polymerázy se vyznačují poměrně značným stupněm 
toxicity, vzhledem k tomu, že u tohoto účinku je minimální rozdíl mezi bakteriální buňkou 
a buňkou vyšších organismů [1, 11].   
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2.1.3.5. Kompetitivní inhibice kyseliny listové  
 Kyselina listová je významným koenzymem, který se podílí na syntéze nukleových kyselin 
a proto je nezbytný pro metabolismus bílkovin. Vyšší organismy neumí kyselinu listovou 
syntetizovat a jsou závislé na jejím přísunu zvenčí, zatímco bakterie ji syntetizují [1, 11].   
 Nezbytnou součástí pro tvorbu kyseliny listové je p-aminobenzoová kyselina. Léčiva 
působící kompetitivní inhibicí blokují zabudování kyseliny p-aminobenzoové do koenzymů 
kyseliny listové. Do této skupiny antibiotik náleží např. sulfonamidy [11].   
2.1.4. Toxicita antibiotik 
 Léčiva mají kromě svých příznivých účinků i účinky nežádoucí. Mezi nežádoucí účinky 
patří mimo jiné toxické projevy [12, 13].   
 Toxicita léčiv patří mezi nejzávažnější nežádoucí projevy a lze se s nimi setkat v podstatě 
u všech antibiotik. Druh a závažnost toxických účinků jsou dány stupněm selektivní toxicity, 
dávkou preparátu, způsobem aplikace a současným stavem organismu. Snížená funkce 
některých orgánů, především jater a ledvin, zhoršuje eliminaci léku z organismu. Lék se pak 
kumuluje v séru a ve tkáních, což může mít za následek i počátek toxických projevů [12, 13].   
 Toxicita je důležitým omezujícím faktorem také u antibiotik. Toxické projevy mohou 
nastat po běžných dávkách nebo po vysokých terapeutických dávkách. Mezi nejzávažnější 
toxické projevy, které antibiotika mohou vyvolat, patří gastrointestinální, hematotoxické, 
hepatotoxické, nefrotoxické a neurotoxické reakce. Téměř všechna antibiotika mohou 
vyvolávat gastrointestinální nežádoucí účinky, nejčastěji nevolnost, nauzeu, zvracení nebo 
průjem. Hematotoxické reakce jsou vzácnější, s  výjimkou poruch krvetvorby po 
podávání chloramfenikolu, které mohou být relativně časté. Frekvence hepatotoxických 
a nefrotoxických reakcí je značně kolísavá. Výskyt neurotoxických  reakcí není častý [4, 12].   
2.1.5. Rezistence 
 Vůči některým druhům antibiotik se rychle vytvoří rezistence. Její vývoj je spojen 
s průmyslovou výrobou antibiotik a jejich aplikací v humánní a veterinární medicíně. 
Rezistence se definuje jako schopnost mikroorganismů odolávat účinku antimikrobních látek. 
Stupeň a rozsah rezistence je určován chemickou strukturou preparátu, skladbou bakteriální 
buňky a její schopností produkovat enzymy, které zapříčiňují destrukci antibiotika. 
Na základě vzniku a působení existuje několik typů rezistence [3, 5, 12, 14, 15].   
2.1.5.1. Typy rezistence 
 Rezistenci rozdělujeme na primární a sekundární. Primární rezistence je rezistence 
geneticky podmíněná, a to bez ohledu na to, zda došlo k předchozímu kontaktu bakterií 
s antibiotikem, či nikoliv. Sekundární rezistence je rezistence získaná, kdy se původně citlivé 
kmeny mikroorganismů v přítomnosti antibiotik stávají rezistentními [3, 16].   
 Rozlišujeme také pojmy zkřížená a sdružená rezistence. Zkřížená rezistence představuje 
rezistenci mikroorganismů na léčiva sobě blízká a sdružená rezistence vyjadřuje rezistenci 
mikroorganismů na antibiotika chemicky odlišná. Každá rezistence vzniká jiným 
mechanismem [3].   
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2.1.5.2. Mechanismy vzniku rezistence 
 Necitlivost bakterií vůči léčivu s antibakteriálními účinky se může vyvinout několika 
způsoby: 
• Inhibicí antibiotik bakteriálními enzymy – např. betalaktamázy, metalobetalaktamázy, 
adenylázy, acetylázy, fosforylázy a transferázy. 
• Změnou propustnosti permeability bakteriální stěny – dochází k znemožnění průniku 
antibiotika do bakteriální buňky k cílovému místu antibiotika. 
• Změnou struktury cílového místa pro zasahující antibiotika. 
• Vznikem rezistence bakteriálním efluxem (tj. zvýšení vylučování antibiotika 
z bakteriální buňky). 
• Modifikací bakteriálního metabolismu – příkladem je vznik rezistence u sulfonamidů 
a trimethoprimu [4, 9].   
2.1.5.3. Rozvoj rezistence 
 Existují různé důvody, v důsledku kterých může být nebo se může stát mikrobiální kmen 
necitlivý vůči účinné látce. Jsou to: 
• Adaptace – mikroorganismy se beze změny genetického materiálu „naučí“ žít 
s antibiotikem, např. indukcí enzymů (penicilin: penicilináza) 
• Selekce – již od počátku je v populaci bakterií přítomno několik rezistentních jedinců, 
kteří se v přítomnosti antibiotika mohou nerušeně rozmnožovat. Jedná se o primárně 
získanou chromozomální rezistenci. 
• Mutace – dochází k náhodným změnám genetického materiálu v průběhu podávání 
léčiva a s navazující selekcí vlivem antibiotika. Proces může probíhat pomalu, ale také 
velmi rychle. Jedná se o sekundárně získanou chromozomální rezistenci. 
• Parasexuální mechanismy – pomocí těchto mechanismů může dojít k  přenesení 
genetického materiálu z rezistentních jedinců na citlivé jedince. Jedná se o „infekční“ 
extrachromozomální rozvoj rezistence [4].   
2.1.6. Farmakokinetika léčiv  
 Farmakokinetika se zabývá osudem léčiva v organismu v závislosti na čase. Předmětem 
jejího studia je absorpce, transport a rozdělení (distribuce) léčiva, jeho metabolické přeměny 
(biotransformace) a vyloučení (exkrece) z organismu [1, 3, 8].   
 Úkolem léčiva je doputovat z  místa podání k  místu, kde jsou umístěny struktury 
zprostředkovávající účinek dané látky (specifická místa). V organismu se podané látky 
rozdělují do tělových oddílů, především pak do plazmy, extracelulárních a intracelulárních 
prostor. Jednotlivé oddíly jsou od sebe odděleny bariérami, které jsou různě propustné 
pro odlišné látky. Léčivo musí projít řadou biologických membrán, než pronikne 
do systémové cirkulace [1, 3, 8].   
2.1.6.1. Postup léčiva biologickými membránami 
 Biologické membrány tvoří bariéry mezi buněčnými stěnami a nitrobuněčnými oddíly. 
Hydrofobní povaha vnitřní části biologických membrán brání prostupu ve vodě rozpustných 
léčiv těmito bariérami. Průnik látek probíhá na základě koncentračního spádu [3].   
 Pasivní transport se děje difúzí probíhající ve směru koncentračního gradientu 
a nevyžaduje dodání energie. Schopnost látek překonávat membrány pasivním transportem 
závisí především na jejich lipofilitě. Biologickými membránami snadno pronikají lipofilní 
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molekuly (např. O2, N2, benzen), méně snadno malé nenabité polární látky (např. voda, 
močovina, CO2) a neprostupují velké nenabité látky i nabité ionty. Pasivní difúze ve vodě 
rozpustných látek silně závisí na molekulární velikosti látek. Kanály pro vodu mají průměr 
okolo 8 nm, což umožňuje průnik látek s hodnotou Mr maximálně 150-200 [1, 3].   
 V tucích rozpustné látky (lipofilní) pasivně difundují mezi lipidovými molekulami 
membrány. Pro difundované látky je proto velmi důležitý rozdělovací koeficient olej/voda. 
Velikost molekuly zde nehraje takovou roli jako u látek rozpustných ve vodě [1, 3].   
 Aktivní transport je zprostředkovaný specializovanými membránovými strukturami, jako 
jsou transportní proteiny, iontové kanálky apod. Transport může probíhat i proti 
koncentračnímu gradientu. K jeho uskutečnění je nezbytná energie, která se získává štěpením 
adenosintrifosfátu (ATP) [1].   
2.1.6.2. Absorpce 
 Pro vyvolání působení léčiva je nutné, aby léčivo doputovalo na místo účinku. Pokud se 
léčivo podává jinou cestou než intravenózně (např. ze svalu, ze zažívacího traktu), musí se 
nejdříve z  místa podání absorbovat. Absorpcí se tedy léčivo dostává z místa aplikace 
do krevního řečiště [4, 8].   
 O stupni přestupu látek do systémové cirkulace informuje tzv. biologická dostupnost látky. 
Vyjadřuje se parametrem F, jehož hodnota 1 znamená 100% dostupnost látky do systémové 
cirkulace [3].   
 Rychlost i velikost absorpce jsou výrazně závislé na lipofilitě látek a jejich ionizaci, která 
je závislá na jejich pKa a pH prostředí [3].   
2.1.6.3. Distribuce 
 Po absorpci léčiva nastává distribuce. Distribucí se nazývá rozdělení nebo rozprostření 
léčiva uvnitř v organismu. Léčivo je v organismu transportováno krví a to buď jako volné 
nebo navázané na plazmatické bílkoviny [2, 8].   
2.1.6.4. Biotransformace 
 Po distribuci léčiva dochází k biotransformaci. Biotransformace látek je složitý proces, 
na němž se podílí mnoho orgánů a především mnoho enzymů. Hlavními katalyzátory 
biotransformace látek jsou enzymy označované jako cytochromy P450. Léčivo se během 
biotransformace stává polárnější a díky tomu je lépe vylučitelné z organismu. Rozeznáváme 
dva stupně biotransformace, které označujeme jako fázi I a II metabolismu látek (viz obr. 2) 
[3, 8].   
 Ve fázi I dochází  modifikací molekuly látky (oxidace, redukce, hydrolýza aj., 
u sulfonamidů většinou dochází k oxidaci) ke zvýšení její hydrofility a tím i k jejímu 
snadnějšímu vyloučení z organismu. Ve fázi II dochází ke konjugaci látek nebo jejich 
metabolitů s kyselinou glukuronovou a sírovou (u sulfonamidů dochází nejčastěji k acetylaci). 
Tento pochod vede rovněž ke zvýšení hydrofility látek a usnadňuje jejich vyloučení 
z organismu [3].  
 Při biotransformačním procesu dochází k podstatné změně účinku látek. Většinou se změna 
molekuly projevuje snížením účinku i toxicity látek. Existují však výjimky, kdy se 
biotransformací může z neúčinné látky vytvořit látka účinná nebo dokonce i látka toxická [3].  
 Sulfonamidy jsou většinou pomocí biotransformace převedeny na N1 a N4 deriváty, které 
nevykazují žádnou antimikrobní aktivitu [17].    
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Obrázek 2: Biotransformační fáze ve vztahu k možným farmakokinetickým účinkům vzniklých 
metabolitů [13]  
 2.1.6.5. Exkrece  
 Vyloučení z organismu je poslední fází osudu léčiva. Exkrece probíhá především 
v ledvinách a ve střevech. Některá léčiva se částečně vylučují plícemi, slinami, potem, slzami 
nebo mateřským mlékem. Např. sulfonamidy se kompletně eliminují močí, částečně 
v nezměněné formě a jako metabolity [7, 8].   
 Vylučování antibiotik nebo jejich metabolitů se děje především ledvinami [16]. 
Při vylučování léků ledvinami je důležitý stav cirkulace, změny acidobázy a podávání jiných 
léků. Při snížené funkci ledvin dochází k hromadění nevyloučených léků v organizmu. Tím se 
prodlužuje působení antibiotik a zvyšuje riziko nežádoucích účinků [7, 8].   
 Trávicím traktem se vylučují zejména látky bazického charakteru, např. alkaloidy, těžké 
kovy. Plícemi se naopak vylučují zejména těkavé látky a plyny, např. inhalační anestetika. 
Některá léčiva lipofilní povahy pronikají také do mateřského mléka. Protože většina léčiv, jak 
již bylo uvedeno, se vylučuje především močí a fekáliemi, pronikají následně do čistíren 
odpadních vod, kde nedochází k jejich kompletnímu odstranění,  jak již bylo prokázáno 
v mnoha studiích, a v důsledku toho mohou proniknout do složek životního prostředí [8, 17].   
  2.1.7. Cyklus antibiotik v životním prostředí  
 Rezidua léčiv a jejich metabolitů jsou obvykle detekována v životním prostředí 
ve stopových množstvích (ng/l, µg/l), ale dokonce i takto malé koncentrace mohou 
způsobovat různé nežádoucí efekty. V případě antibiotik často dochází ke vzniku rezistence 
populací patogenních bakterií a k toxickému působení na prospěšné vodní a půdní bakterie. 
Antibiotika pronikají do životního prostředí mnoha cestami [15, 18, 19, 20].   
 Cesty vstupu antibiotik do životního prostředí znázorňuje obrázek 3. Za hlavní zdroj vstupu 
léčiv do životního prostředí se považuje vylučování léčiv při jejich používání v humánní 
a veterinární medicíně. Dalším zdrojem je odpad vznikající při jejich výrobě, nicméně tato 
část reprezentuje jen malou část vstupu léčiv do životního prostředí. Cesty vstupu humánních 
a veterinárních antibiotik do životního prostředí jsou rozdílné [19, 20, 21].   
 Po podání léku je léčivo absorbováno organismy a prochází metabolickými reakcemi 
(např. hydroxylace, hydrolýza). Podstatná část z  původního léčiva opouští organismus 
nezměněná prostřednictvím moče nebo fekáliemi. Některé z vylučovaných metabolitů mohou 
být dokonce zpětně transformovány na původní aktivní léčivo (například N-4-acetylované 
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sulfamethaziny mohou být v moči převedeny na sulfamethaziny). Antibiotika pak vstupují 
do životního prostředí z hnoje a kalu aplikovaného na pole, z čistírny odpadních vod (ČOV) 
a také z akvakultury [15, 20, 22, 23]:   
• Aplikování kalu a hnoje na zemědělské pole ve formě hnojiva je významnou cestou 
vstupu antibiotik do prostředí. Léčiva a jejich metabolity přítomné v hnoji nebo kalu 
pronikají přímo do půdy. Na základě mobility antibiotik k pevným látkám pak může 
dojít k vyluhování a ohrožení podzemních a povrchových vod, následně pak pitných 
vod [15, 20, 22].   
• Čistírny odpadních vod jsou další důležitou vstupní cestou antibiotik do životního 
prostředí. V čistírnách odpadních vod sice dochází k eliminaci léčiv - naadsorbováním 
na aktivovaný kal, ale současné studie ukázaly, že eliminace je velmi často 
nekompletní (viz kapitola 2.1.7.). Antibiotika pak pronikají především do povrchové 
vody [15, 20, 22, 23].   
• Antibiotika jsou také hojně používána v  akvakultuře, kde se používají tetracykliny, 
sulfonamidy a chloramfenikol. Jsou aplikovány krmivem nebo přímo přidáním 
do vody. Většina použitých léčiv je díky svým vlastnostem přítomna v sedimentech, 
kde jsou buďto degradována, nebo jsou postupně vyluhována zpět do vody [15, 20, 
22]. 
 
   
 
Obrázek 3: Cesty antibiotik v životním prostředí [20]   
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 2.1.7.1. Cyklus humánních léčiv v životním prostředí  
 Cyklus humánních léčiv (viz obr. 4) začíná pronikáním léčiv z exkrementů (moč, stolice) 
a z odpadů vzniklých při výrobě léčiv do stokového systému a pokračuje vstupem na ČOV. 
V čistírně odpadních vod může být léčivo a jeho metabolity mineralizováno mikroorganismy 
na oxid uhličitý a vodu (např. peniciliny). Většinou jsou ale léčiva eliminována jen částečně 
a jejich rezidua se tak mohou objevit ve zpracované odpadní vodě nebo také v kalu. Odtud 
léčiva pronikají do životního prostředí, kde vyvolávají negativní efekty na mikroorganismy 
nebo na vodní organismy [24]. 
 Je-li léčivo a jeho metabolity více či méně perzistentní a jsou-li lipofilní povahy, dochází 
k jejich zadržování v čistírenském kalu. V případě, že se kal použije na obohacení 
zemědělských polí, dojde k rozptýlení léčiva do půdy. Molekuly léčiv mají většinou funkční 
skupinu, což jim umožňuje vázat se na pevné matrice, a takovým způsobem se z kalu 
dostávají do půdy, kde mohou způsobit vznik rezistence mikroorganismů přítomných v půdě. 
Léčiva, která jsou v půdě mobilní, mohou pronikat do podzemní vody nebo se vyluhovat 
do blízkého toku a tím toxicky působit na organismy vodního ekosystému [21, 25, 26].   
 Pokud jsou léčivo a jeho metabolity perzistentní, velice polární a nevážou se na pevné 
částice, nebudou zadrženy žádným procesem v čistírně odpadních vod, a proto snadno 
proniknou do vodního ekosystému a mohou působit toxicky na vodní organismy [21, 25, 26].   
 
Obrázek 4: Cyklus humanních léčiv v životním prostředí [21]   
 2.1.7.2. Cyklus veterinárních léčiv v životním prostředí  
 Veterinární léčiva (viz obr. 5) se používají v zemědělství pro prevenci nemoci dobytka 
nebo k léčení nemocného skotu, dále se aplikují jako promotory růstu živočišné výroby, 
kokcidiostatika pro drůbež a rovněž na rybích farmách. Všechna výše uvedená použití 
veterinárních léčiv představují počátek cyklu veterinárních léčiv v životním prostředí. Další 
osud veterinárních léčiv je komplikovanější než u humánních léčiv. Léčiva mohou pronikat 
na ČOV, nebo se mohou vyskytovat přímo na poli, kde byla rozptýlena s močí a výkaly 
pasoucích se zvířat, nebo mohou být obsažena v zásobnících hnoje. Léčiva vyskytující se 
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na poli působí přímo na mikroorganismy obsažené v půdě a v případě vyluhovaní na vodní 
organismy. Kal z ČOV a hnůj může být rozptýlen na pole, kde následně dochází k působení 
na mikroorganismy obsažené v půdě a v případě vyluhovaní také na vodní organismy. 
Vyčištěná voda z ČOV může obsahovat rezidua léčiv a tím může docházet k ovlivnění 
vodních organismů [20, 24].   
 Při aplikování léčiv na rybích farmách přímo do vody nejsou všechna léčiva rybami 
spotřebována. Pronikají tedy přímo do vodního prostředí. Lokální čistírna odpadních vod 
připojená k rybí farmě čistí vodu před vstupem do vodního ekosystému. Vyčištěná voda však 
obsahuje rezidua léčiv, která mohou působit toxicky na vodní organismy. Kal z ČOV může 
být rozptýlen na pole, kde může vyvolat rezistenci mikroorganismů přítomných v půdě. 
Kromě toho může také docházet k vyluhování léčiv z půdy do vodního prostředí, kde léčiva 
mohou působit toxicky na vodní organismy [20, 24, 27, 28].    
 Léky podávané zvířatům jsou po podání v organismu metabolizovány a směs léčiva a jeho 
metabolitů se vyloučí močí a fekáliemi. Velké množství veterinárních léčiv se pak nachází 
ve výkalech a hnoji, který je po určitou dobu konzervován a poté je rozptýlen na pole. Pokud 
jsou léčená zvířata na pastvě, jejich výkaly pronikají přímo do půdy. Další osud léčiva závisí 
na jeho mobilitě. Léčivo v půdě může způsobit rezistenci půdních mikroorganismů, nebo 
může dojít k vyluhování a tím léčivo pronikne do vodního prostředí, kde může působit 
toxicky na vodní organismy [20, 24, 27, 28].   
 
Obrázek 5: Cyklus veterinárních léčiv v životním prostředí [20]   
2.1.8. Léčiva v čistírnách odpadních vod  
 Jak již bylo uvedeno v  předcházejících kapitolách, léčiva v  organismu podléhají  
biotransformačním reakcím. Velká část antibiotik je však vyloučena z organismu v původní 
formě. Spolu s močí a fekáliemi pronikají do kanalizace a vstupují na ČOV. Při procesu 
čištění odpadní vody léčiva často nejsou zcela eliminována. Běžně se vyskytují ve vyčištěné 
vodě nebo v kalu, a to v koncentracích až µg/l. Čistírna odpadních vod se takto stává 
bodovým zdrojem znečištění, kde se mohou v kalech vyskytovat bakterie, které se dokážou 
„naučit“ překonat vliv antibiotik a stát se rezistentní vůči těmto látkám [15, 18, 29, 30].   
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 V procesu čištění odpadních vod může docházet k částečnému odstraňování léčiv během 
biologického čištění. Biologické čištění odpadních vod využívá mikroorganismů, které 
rozkládají a odstraňují organické znečištění tak, že ho přeměňují na biologické vločky. 
Nejběžnějším způsobem biologického čištění odpadních vod je aktivace. Tzv. aktivovaný kal 
(směsná kultura mikroorganismů – bakterie, menší houby, plísně, kvasinky, vláknité 
mikroorganismy, protozoa, vířníci, hlístice) vytváří ve vodě volně suspendované vločky. 
Léčiva přítomná v odpadní vodě negativně ovlivňují mikroorganismy v biologickém stupni 
čištění odpadních vod, kdy dochází ke snížení efektivity procesu čištění. Některá léčiva se 
mohou sorbovat na aktivovaný kal [31, 32]. 
 Stupeň eliminace léčiva je ovlivněn jeho vlastnostmi. Nepolární lipofilní léčiva a jejich 
metabolity jsou sorbovány na částice aktivovaného kalu. Polární léčiva jsou snáze rozpustná 
ve vodě, a proto zůstávají především ve vyčištěné vodě. Léčiva také mohou být kompletně 
degradována, mineralizována nebo částečně degradována. Z literatury je známo, že eliminace 
léčiv se pohybuje mezi 60 – 90 % [15, 21].  
 Jak již bylo uvedeno, ČOV se stává zdrojem emisí, odkud se léčiva dostávají do životního 
prostředí. Přítomnost léčiv v životním prostředí je v posledních letech považována za nově se 
objevující environmentální problém. Dnes se proto zkoumají metody, které by zajistily 
odstranění léčiv z  odpadní vody. Jako vhodné metody se jeví pokročilé oxidační procesy 
a membránové procesy (např. mikrofiltrace). Mezi pokročilé oxidační procesy se řadí 
homogenní a heterogenní fotokatalýza založená na UV nebo viditelném záření, elektrolýza, 
ozonizace, Fentonovův proces, dále ultrazvuk, ionizující záření, mikrovlny, pulzní plazma 
a použití železnanového činidla. Pro odstranění sulfonamidů se jeví jako vhodná metoda 
ozonizace a polovodičová fotokatalýza [26].   
 Na ČOV byla prokázána přítomnost antibiotik. Jedná se o skupiny sulfonamidů 
(sulfamethoxazol, sulfadimethoxin, sulfamethazin a sulfathiazol), makrolidů (erythromycin, 
roxithromycin, lincomycin), fluoroquinolonů, chloramfenikol, tylosin, trimethoprim nebo 
erytromycin. Koncentrace uvedených antibiotik v odpadní vodě se pohybovala v µg/l, 
v povrchové vodě jsou pak hodnoty koncentrací v ng/l. Výskyt některých antibiotik byl také 
zjištěn v odpadní vodě (např. sulfamethoxazol, sulfamethazin) [18, 33].  
2.2. Sulfonamidy a diaminopyrimidiny 
 Sulfonamidy jsou nejdéle známá protiinfekční chemoterapeutika, která se významně 
uplatňují při terapii infekcí dýchacích cest, močových cest a dalších infekčních 
onemocněních. Jejich používání v poslední době klesá především díky objevu novějších 
a vhodnějších antibiotik a především rozvoji rezistence mikroorganismů vůči těmto látkám. 
Objev zesíleného terapeutického účinku kombinace sulfonamidů s  diaminopyrimidinovými 
deriváty (např. s trimethoprimem) znamenal obnovení používání sulfonamidů v řadě vážných 
infekčních onemocnění. Dnes jsou sulfonamidy široce používány jako humánní a veterinární 
antibiotika pro prevenci a léčbu. V některých zemích jsou také přidávány do krmiv, protože 
působí jako promotory růstu. V České republice však využívání léčiv jako promotorů růstu 
není povoleno. Výhodou sulfonamidů je jejich nízká cena a široké spektrum aktivity [3, 4, 8, 
34, 35]. 
2.2.1. Chemická struktura  
 Sulfonamidy mají strukturu podobnou kyselině p-aminobenzoové (viz obr. 6). Základním 
sulfonamidem je sulfanilamid (viz obr. 7), z něhož různými substitucemi vznikají 
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N-substituované deriváty. Obsahují benzolové jádro s aminoskupinou (NH2) 
a sulfonamidovou skupinou (SO2NH2). Jednotlivé deriváty mají odlišné působení a proto také 
odlišný výskyt nežádoucích účinků [25, 30, 36].   
 Sulfonamidy jsou látky amfoterního charakteru, jejichž hodnota pH se pohybuje v rozmezí 
hodnot 4,5 - 9. Díky N-H vazbě v sulfonamidové skupině se chovají spíše jako slabé kyseliny, 
které jsou polární a dobře rozpustné ve vodě [17, 35].   
 Spolu se sulfonamidy je často podáván trimethoprim, který patří do skupiny 
diaminopyrimidinů, strukturní vzorec je znázorněn na obrázku 8. Na samotný trimethoprim se 
rychle vytvoří rezistence, proto je vhodné jej použít v kombinaci se sulfonamidy. Při použití 
kombinace sulfonamidů a trimethoprimu dochází k synergickému účinku, ke spojení jejich 
odlišných mechanismů účinku [3].   
 
 
Obrázek 6: Vzorec kyseliny p-aminobenzoové [4] 
 
Obrázek 7: Sulfonamidy, vzorce [37]   
 
Obrázek 8: Diaminopyrimidiny, vzorce [4]   
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2.2.2. Rozdělení sulfonamidů  
 Sulfonamidové přípravky lze rozdělit na látky pro místní a celkové použití.  
a) Pro místní použití: aplikují se lokálně obvykle dermálně, nesou sebou riziko vzniku 
rezistence a alergií, např. sulfadiazin a sulfathiazol [25]. 
b) Pro celkové použití je lze rozdělit podle délky jejich působení (biologického 
poločasu):  
• krátkodobé sulfonamidy –  např. sulfafurazol,  
• středně-dlouho působící sulfonamidy – např. sulfamethoxazol, 
• dlouhodobě působící sulfonamidy – např. sulfametoxydin a sulfamaxol [25]. 
2.2.3. Mechanismus účinku  
 Sulfonamidy kompetitivně vytěsňují kyselinu p-aminobenzoovou, kterou mikroorganismy 
potřebují pro syntézu kyseliny listové (viz obr. 9). Kyselina p-aminobenzoová, která se 
zabudovává do molekuly kyseliny dihydrolistové, je u mnoha bakterií velmi potřebná 
k buněčnému dýchání a růstu [3, 4].   
 Sulfonamidy na základě své chemické podobnosti s kyselinou p-aminobenzoovou obsazují 
přednostně její cílová místa. Dochází tak k poklesu syntézy kyseliny dihydrolistové, nutné 
pro množení bakterií. Nedostatek kyseliny tetrahydroxylistové má za následek snížení syntézy 
purinů a tymidinu, které jsou nutné pro syntézu nukleových kyselin DNA a RNA. Snížení 
syntézy nukleových kyselin vyvolá bakteriostatický efekt [3, 4].   
 Lidské ani zvířecí buňky kyselinu listovou nesyntetizují, musí se jim jako vitamín dodávat 
zvenčí. Proto sulfonamidy nepoškozují základní životní funkce těchto buněk [3, 4].   
 Deriváty diaminopyrimidinu (trimethoprim a tetroxoprim) jsou inhibitory reduktázy 
kyseliny listové. Působí se sulfonamidy synergicky tím, že redukují kyselinu dihydrolistovou 
na kyselinu tetrahydrolistovou. Snížení množství kyseliny tetrahydrolistové vyvolá v zásadě 
stejné antibakteriální účinky jaké jsou popsané u sulfonamidů. Reduktáza kyseliny 
tetrahydrolistové je však životně důležitá i v lidském organismu. Bakteriální reduktáza 
kyseliny tetrahydrolistové je ve srovnání s lidským enzymem vůči diaminopyrimidinům 
mnohem citlivější [3, 4].  
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Obrázek 9: Syntéza kyseliny dihydrolistové a její redukce na kyselinu tetrahydrolistovou [4]   
2.2.4. Farmakokinetika a dávkování 
 Sulfonamidy se většinou (s výjimkou sulfonamidů pro místní působení) podávají perorálně. 
Po perorálním podání se dobře vstřebávají z trávícího ústrojí (více než 70%). Maximální 
koncentrace v plazmě je dosažena za 2-6 hodin. Sulfonamidy se z organismu převážně 
eliminují močí, částečně v nezměněné formě a částečně jako metabolity (např. acetylované). 
Intervaly mezi jednotlivými dávkami se v závislosti na velice rozdílných eliminačních 
rychlostech pohybují od 8 hodin do 1 týdne, (viz kapitola 2.2.2.) [4, 7, 8, 17].   
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 Deriváty diaminopyrimidinu se podávají také perorálně, protože se dobře absorbují. Léčivo 
se v organismu dobře distribuuje a je vylučováno především ledvinami. Diaminopyrimidiny 
se zpravidla používají v ustálené kombinaci se sulfonamidy. Účelem jejich kombinace je 
inhibice několika za sebou jdoucích reakčních stupňů při syntéze kyseliny tetrahydrolistové, 
tzv. sekvenční efekt (viz obr. 9) [4, 8].   
2.2.5. Nežádoucí účinky 
 Nežádoucí účinky jsou většinou mírné a nenutí k přerušení terapie. Protože se však mohou 
vyskytnout i některé nebezpečné až život ohrožující účinky, je nutné každého léčeného 
pacienta pečlivě sledovat. Nejběžnější problémy lze shrnout do několika bodů:  
• Gastrointestiální potíže: nauzea, anorexie, zvracení, poškození jater. 
•  Poškození ledvin: starší přípravky se musely podávat ve vysokých denních dávkách 
a byly stejně jako jejich metabolity ve vodě špatně rozpustné; proto mohly v ledvinách 
vytvářet ledvinové krystaly.  
•  Alergické reakce: sulfonamidy mohou vyvolat alergie s  kompletním spektrem 
alergických příznaků; často se jedná o kožní projevy. 
•  Poruchy krvetvorby. 
• Vliv na respirační systém. 
•  Lékové interakce: sulfonamidy mohou zesílit účinnost perorálních antidiabetik 
(derivátů sulfonylmočoviny) a kumarinových derivátů [4, 12, 25].   
2.2.6. Použití 
 Sulfonamidy se používají při bakteriálních infekcích, převážně ve formě kombinovaných 
přípravků např. s trimethoprimem. Dnes se používá při léčbě především kotrimoxazol, což je 
kombinace sulfametoxazolu s trimethoprimem v poměru 5:1. Kotrimoxazol je vhodný 
pro léčbu bakteriální bronchitidy, akutní infekce močových cest, sanace bacilonosičů 
Salmonella typhi a při pneumonii vyvolané Pneumocystis carini [4, 8].   
 Sulfonamidy se často používají také jako veterinární léčiva. V Evropské Unii jsou pátou 
nejrozšířenější skupinou veterinárních antibiotik. Ve Velké Británii a v Nizozemí jsou 
dokonce na druhém místě [27].   
2.2.7. Charakteristika vybraných sulfonamidů a diaminopyrimidinů 
2.2.7.1. Sulfathiazol (STZ) 
 
Obrázek 10: vzorec sulfathiazolu [37] 
 Sulfathiazol je určen pro lokální aplikaci. Používá se především v dermatologii 
u infikovaných popálenin, odřenin, omrzlin a bércových vředů. Lokální aplikace sebou nese 
riziko vzniku vzdálených rezistencí a alergizace [3, 25].   
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2.2.7.2. Sulfapyridin (SPY) 
 
Obrázek 11: vzorec sulfapyridinu [23] 
 
2.2.7.3. Sulfamethazin (SMZ) 
 
Obrázek 12: vzorec sulfamethazinu [23] 
 Sulfamethazin je široce používaný jako veterinární léčivo [3].   
 
2.2.7.4. Sulfamethoxazol (SMX) 
 
Obrázek 13: vzorec sulfamethoxazolu [37] 
 Sulfamethoxazol je představitelem středně dlouhodobě působících sulfonamidů, používá se 
k léčení urogenitálních infekcí a nejčastěji se podává v kombinaci s trimethoprimem [3].   
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2.2.7.5. Trimethoprim (TMP) 
 
Obrázek 14: vzorec trimethoprimu [37] 
  Trimethoprim patří mezi širokospektrá antibiotika působící bakteriostaticky. Používá se 
při léčbě močových infekcí, infekcí horních a dolních cest dýchacích. U citlivých 
mikroorganismů se někdy užívá samostatný lék, avšak častěji v kombinaci se sulfonamidy, 
protože vůči samostatně podávanému trimethoprimu se rychle vytváří rezistence [3].   
2.3. Metody stanovení léčiv  
 Při stanovení léčiv ve vzorcích odpadní vody a kalu je třeba nejprve vyřešit otázku odběru 
vzorků, dále jejich preanalytickou úpravu a nakonec jejich vlastní analýzu pomocí 
separačních metod [39, 40]. 
2.3.1. Odběry vzorků a jejich příprava  
 Odběr vzorku představuje odborné odebrání vzorku prováděné předepsaným způsobem tak, 
aby odebraný vzorek byl reprezentativní. Správné vzorkování je základní podmínkou pro 
úspěšné provedení analýz a k získání spolehlivých výsledků. Chyba způsobená vzorkováním 
se může na celkové nejistotě výsledků podílet až 85% [41]. 
 Odebrat reprezentativní vzorek odpadní vody je, ve srovnání s přírodními vodami 
nebo pitnou vodou, velmi obtížné. Problémem je zejména nehomogenita a dále skutečnost, 
že složení odpadní vody kolísá v čase a prostoru. Musí být proto přesně specifikovány kroky 
ovlivňující reprezentativnost vzorku: druh odběru vzorku, místo a bod odběru vzorku, doba 
a četnost odběru vzorků, typ vzorku (bodový, směsný) a způsob odběru (manuálně, 
automatickým dávkovačem, děličem vzorku). Odebráním směsného vzorku se získají údaje 
o průměrných hodnotách v daném dni. Dělené vzorky jsou vhodnější, lze pozorovat vývoj 
jednotlivých hodnot v různých denních a nočních hodnotách [42, 43]. 
 Odběr vzorku je nejčastěji prováděn na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod. 
Mnoho provozovatelů větších ČOV odebírá vzorky i v průběhu procesu čištění, případně 
na kanalizační síti. Při zjišťování přítomnosti a množství léčiv v odpadní vodě postačuje 
vzorky odebírat na přítoku a na odtoku z čistírny odpadních vod. Na přítoku je odpadní voda 
značně nehomogenní. Místo pro odběr vzorku se musí vybírat velmi opatrně. Na odtoku 
z ČOV je odběr vzorku již méně problematický [33, 39, 40, 43]. 
 Pro odběr vzorku se v současné době hodně využívá automatických dávkovačů, jejichž 
výhodou je opakovatelnost a možnost odebírat nepřetržitě a v přesně daných časových 
intervalech. Použijeme-li automatický vzorkovač, je nutné dbát na to, aby byl umístěn 
ve středu toku a ve vhodné hloubce tak, aby nenasával ani sedimenty ze dna ani plovoucí 
materiál z povrchu toku. Vzorky se odebírají ve dvanácti nebo dvacetičtyř hodinových 
intervalech [33, 43]. 
 Pro odběr vzorků se používají odběrové láhve - skleněné vzorkovnice. Každá vzorkovnice 
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by měla být označena štítkem, aby nemohlo dojít k záměně. Transport a skladování se provádí 
v chladícím zařízení při 4°C. Pro odběr vzorků kalu platí obdobné podmínky jako při odběru 
odpadní vody [33, 43, 44]. 
 Následuje úprava vzorků. Pokud budou analyty sledovány ve vodné fázi, je třeba vzorky 
nejprve centrifugovat, pak přefiltrovat přes papírový filtr za pomocí vakua a nakonec 
přefiltrovat přes skleněný vláknitý filtr. Pokud se stanovují léčiva v kalu, vzorky jsou nejprve 
filtrovány a pevná část je následně zmražena. Vzorky jsou postupně vysušeny a pak jsou 
jemně rozdrceny v třecí misce. Uloží se do skleněných lahví a skladují se při teplotě – 25 °C 
do doby analýzy [29, 40, 44]. 
2.3.2. Extrakce  
 Léčiva jsou separována z pevné fáze (kalu) nejčastěji Soxhletovou extrakcí nebo sonikací. 
Dalšími možnými způsoby separace jsou tlaková kapalinová extrakce (PLE) nebo mikrovlnná 
extrakce (MASE). Po separaci léčiv z kalu následuje jejich zkoncentrování, a to pomocí 
několika různých metod, např. extrakce tuhou fází (SPE), extrakce kapalina - kapalina 
a gelová permeační chromatografie. Preferována je převážně extrakce tuhou fází, protože se 
jedná o velmi rychlou metodu, která není náročná na množství organických rozpouštědel. 
Další možná, avšak méně často používaná metoda, je gelová permeační chromatografie 
(GPC) [44]. U sulfonamidových léčiv se také využívá extrakce kapalina - kapalina [36, 45], 
která má však menší význam než výše zmíněná SPE [15, 18, 21, 28, 33, 39, 46]. 
2.3.2.1. Extrakce  léčiv z kalu  
 Na extrakci léčiv z kalu se nejčastěji používá, jak již bylo uvedeno, Soxhletova extrakce, 
tlaková kapalinová extrakce (PLE), extrakce ultrazvukem (sonikace) nebo mikrovlnná 
extrakce (MASE) [44, 46]. 
 Extrakce tuhých látek je obvykle zdlouhavá, protože difúze extrahované látky tuhou fází je 
pomalá. Proto se dává přednost kontinuální extrakci, např. v Soxhletově extraktoru. Extrakce 
v Soxhletově přístroji je jednoduchá a slouží také jako referenční metoda při vývoji nových 
extrakčních metod. Mezi její nevýhody patří dlouhá doba extrakce a velká spotřeba 
rozpouštědel. Pro některá léčiva je tato metoda nevhodná, protože při vyšších teplotách se 
mohou některá léčiva rozkládat [47]. 
  Značné urychlení extrakce se dosáhne zvýšením teploty a tlaku – tlakovou kapalinovou 
extrakcí (PLE). Při vyšší teplotě roste rozpustnost extrahovaných látek v organických 
rozpouštědlech a zrychluje se transport hmoty. Při extrakci sulfonamidů pomocí PLE se 
používá jako extrakční činidlo směs vody a methanolu v různých procentuálních poměrech; 
teplota se obvykle zvyšuje na 80 – 100 °C, tlak se pohybuje přibližně v řádech 107 Pa, doba 
extrakce 10 minut, účinnost extrakce je uváděna minimálně 97 % z celkového množství [44, 
47, 48, 49]. 
 Extrakci lze podpořit ultrazvukem. Vzorek s rozpouštědlem je umístěn do ultrazvukové 
lázně nebo se ultrazvuková sonda zasune přímo do analyzovaného vzorku. Vhodnými 
rozpouštědly pro extrakci sulfonamidů pomocí ultrazvuku jsou methanol a aceton, popřípadě 
jejich směsi [47, 49]. 
 Extrakci lze také podpořit mikrovlnným ohřevem (MASE) rozpouštědel, která jsou 
v kontaktu s tuhým vzorkem. Jako extrakční rozpouštědla se používají polární kapaliny 
nebo směs polárních a nepolárních kapalin, protože pouze polární sloučeniny absorbují 
mikrovlnné záření [46, 47]. 
       - 28 -
2.3.2.2. Extrakce tuhou fází (SPE) 
 V kalu jsou léčiva obsažena ve velmi nízkých koncentracích a také se zde vyskytuje velké 
množství interferujících látek. Proto je nezbytné získaný extrakt zkoncentrovat a přečistit. 
Velmi vhodnou metodou je extrakce tuhou fází, s jejíž pomocí lze extrakt rychle a efektivně 
zkoncentrovat a přečistit [44]. 
 Extrakce tuhou fází (SPE) je v současné době nejrozšířenější technika dostupná pro rychlou 
a selektivní přípravu vzorku. Podstatou je zachycení molekul látky na tuhém sorbentu, 
přes který protéká vzorek. Při extrakci se využívá chemických vlastností molekul; molekuly 
jsou potom v důsledku působení mezimolekulárních interakcí zachyceny sorbentem. Tento 
extrakční postup se používá se v případě, kdy je koncentrace látky ve vodě nižší, než mez 
stanovitelnosti použité analytické metody nebo tehdy, když vysoká koncentrace 
interferujících látek znemožňuje přímé stanovení [50, 51]. 
 SPE je velmi jednoduchou technikou, jejímž základem je použití extrakčních kolonek 
o nejrůznějších velikostech a náplních sorbentu. Sorbenty jsou převážně na bázi chemicky 
modifikovaných částic silikagelu. Mohou se ne ně vázat jak polární a nepolární látky, tak také 
ionty. Pro stanovení sulfonamidů a také pro stanovení celkové kontaminace léčivy jsou 
vesměs  používány sorbenty na bázi kopolymeru divinylbenzenu a divinylpyrrolidinu, které 
jsou známy jako kolonky Oasis HLB (tj. kolonky s vyváženými hydrofilně – lipofilními 
vlastnostmi) [29, 34, 40, 45, 52, 53, 54, 55, 56]. Tyto kolonky dokážou současně extrahovat 
kyselá, neutrální a zásaditá léčiva při neutrálním pH. Dále mohou být použity kolonky Strata-
X [45], popřípadě Oasis HCX [34, 50, 51, 57, 58]. 
 Proces extrakce se skládá z těchto kroků (viz obr. 15): 
• Kondicionace kolonky – nejprve je důležité provést solvataci kolonky. Pro zadržení 
analytu částicemi silikagelu je nezbytné smáčení fáze vázané na silikagel matricí 
vzorku. V případě zjišťování sulfonamidových léčiv se obvykle kolonka promývá 
methanolem nebo jeho směsí s vodou [48, 52, 53, 55, 56], okyselenou deionizovanou 
vodou [48], slabým roztokem kyseliny chlorovodíkové [55, 59] nebo slabým roztokem 
kyseliny mravenčí v acetonu nebo methanolu [34]. Po solvataci se kolonka nasytí 
čistým rozpouštědlem analytu [50, 51, 57]. 
• Aplikace vzorku – Vzorek se nanese do kolonky a nechá se protékat. Analyt je z větší 
části oddělen od matrice. Hodnoty průtoku vzorku kolonkou se pohybují obvykle 
v rozmezí 2 – 5 ml/min [50, 51, 57]. 
• Promytí sorbentu – Účelem promývání je odstranění interferujících složek, aniž by 
byl eluován analyt. U sulfonamidů je pro promytí vhodná deionizovaná voda, 
okyselená deionizovaná voda, případně slabý roztok methanolu (≈ 5%) [55]. Poté 
následuje odstranění vody pomocí podtlaku [48, 56, 59]. 
• Eluce analytu – Jedná se o závěrečný stupeň extrakce, kdy dochází k  znovuzískání 
analytu z extrakční kolonky, což je provedeno promytím kolonky rozpouštědlem, které 
eluuje sorbované analyty. Eluát je jímán do vhodné jímací nádoby. 
U sulfonamidových léčiv se nejčastěji používá methanol, popřípadě jeho směsi 
s vodou [48, 53, 56, 52, 59], nebo methanol s kyselinou mravenčí, případně aceton 
s kyselinou mravenčí [34]. Dále je možné použít směs dichlormethanu s acetonem 
(3 : 2) [55] nebo zředěnou kyselinu trifluoroctovou v methanolu [29].   
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Obrázek 15: Postup extrakce tuhou fází [57] 
 Průtok kapalin vedených přes kolonku se urychluje dvěma metodami a to přetlakem 
na vstupu (čerpadlem, injekční stříkačkou) nebo podtlakem na výstupu (připojeným vakuem).  
  SPE umožňuje velké množství kombinací sorbent - rozpouštědlo, což zajišťuje vysokou 
selektivitu této metody. Další výhodou této metody je, že při použití SPE se lze vyhnout řadě 
problémů, které jsou již tradičně spojovány s extrakcí kapalina - kapalina. Největší a současně 
nejdůležitější výhodou v porovnání s  extrakcí kapalina - kapalina je snížení spotřeby 
organických rozpouštědel, která jsou často řazena mezi látky toxické, ničící nejen ozónovou 
vrstvu, ale i jinak nebezpečné [51, 58]. 
2.3.3. Vlastní stanovení 
 Pro stanovení léčiv v abiotických matricích je nejčastěji využívána metoda vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie v kombinaci s UV–VIS detektorem (HPLC–UV) 
nebo hmotnostním detektorem (HPLC–MS nebo HPLC–MS–MS). Po úpravě vzorků 
derivatizací je možné použít i plynovou chromatografii ve spojení s hmotnostní spektrometrií 
(GC–MS nebo GC–MS–MS). V některých případech je vhodná také kapilární zónová 
elektroforéza (CZE) ve spojení s MS, MS–MS a dokonce s MS–MS–MS [36, 48]. 
2.3.3.1.  Kapalinová chromatografie 
 Kapalinová chromatografie se používá především k separaci směsí látek, které jsou 
netěkavé nebo špatně těkavé a termicky labilní. Mobilní fází je kapalina a jako stacionární 
fáze se využívají různé systémy pevné nebo kapalné. V případě kapalinové chromatografie 
hraje aktivní roli zejména mobilní fáze. Změna vlastností mobilní fáze je v systému s danou 
stacionární fází hlavním faktorem ovlivňujícím retenci jednotlivých složek směsi [60].  
 Separační účinnost kapalinové chromatografie závisí na velikosti částic stacionární fáze. 
K účinné separaci je třeba použít dostatečně malá zrníčka sorbentu, která kladou značný 
odpor, a proto je nezbytné pracovat při vysokém tlaku. Vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie umožňuje analýzu tepelně nestálých nebo netěkavých látek a polymerů 
a vhodně tak doplňuje  plynovou chromatografii [51, 61].   
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 Dělení směsí látek probíhá mezi stacionární fází naplněnou v koloně a mobilní fází 
procházející kolonou za vysokého tlaku. K dělení látek lze využít všech vratných 
dvoufázových separačních mechanismů (adsorpce, rozdělování, iontová výměna, sítový efekt 
gelu) [61].  
 Základní části kapalinového chromatografu jsou uvedeny na obrázku 16.  
 Ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii je mobilní fáze čerpána vysokotlakým 
čerpadlem, které musí umožňovat konstantní bezpulzní tok mobilní fáze o malé rychlosti 
(0,1 – 10 ml/min), a to za vysokého tlaku až 40 MPa. Obvykle se pohybuje od 0,2 ml/min 
[54] do 1 ml/min [44, 60, 61]. 
 Rozpouštědla používaná jako mobilní fáze jsou umístěna v zásobních lahvích. Směšovací 
zařízení může s využitím zásobníků těchto rozpouštědel připravovat směs kapalin stálého 
složení nebo řídit změny ve složení výsledné mobilní fáze v průběhu separace [51, 62]. 
Pro stanovení sulfonamidů jsou vhodné jako mobilní fáze směs acetonitrilu, vody a zředěné 
slabé kyseliny, např. octové, šťavelové a mravenčí [34, 44, 48, 52, 54, 55, 56], případně také 
fosfátový pufr [27] nebo methanol [53]. 
 Dávkování roztoku vzorku lze provést buďto speciální injekční mikrostříkačkou 
nebo dávkovacím kohoutem. Kohoutem lze dávkovat pevně daný objem roztoku, avšak 
mnohem přesněji v porovnání s mikrostříkačkou. Dnes se převážně dávkuje roztok vzorku 
pomocí autosampleru [15, 60, 61]. Objem nástřiku vzorku se uvádí obvykle okolo 20–50 µl 
[34, 40, 44, 55]. 
 Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo skleněné trubice 5 – 30 cm dlouhé, mající vnitřní 
průměr 2 – 8 mm, které jsou naplněné stacionární fází. Náplň kolony musí být naprosto 
homogenní a rovnoměrná. Pro separaci léčiv je vhodné použít chromatografii na obrácených 
fázích (mobilní fáze je polárnější než fáze stacionární). Vhodným typem kolon pro stanovení 
antibiotik jsou kolony na bázi silikagelu s chemicky navázanou fází C18, popřípadě C8 
a iontově výměnné kolony [15, 33, 60, 61]. Z literatury je známo, že pro stanovení 
sulfonamidů se nejčastěji používají kolony s chemicky navázanou fází C18 [29, 40, 44, 52, 
54, 55], např. XDB C18 [52] a Ultra C18 [52]; velikost částic se pohybuje od 2,5 µm [40] do 
5 µm [44, 48, 52], teplota kolony byla převážně v rozmezí od 15 °C [40] do 30 °C [44, 54, 55, 
56].  
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Obrázek 16: Schéma HPLC [62]  
 Detekčním systémem pro HPLC je velmi často UV detektor, detektor diodového pole 
(DAD) nebo fluorescenční detektor (FLD). V současné době je nejvhodnější a stává se čím 
dál tím více využívaným systémem spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní 
spektrometrií (LC-MS) nebo s tandemovou hmotnostní spektrometrií. Obvykle používanou 
ionizační technikou je pak elektrosprej (LC–ESI–MS) [15, 27, 28, 33, 39, 44, 53, 56, 63].  
 Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimořádné požadavky; nejdůležitějšími z nich jsou 
nízké detekční limity (ng až µg/l), reprodukovatelnost a linearita odezvy, nezávislost odezvy 
na změně složení mobilní fáze při gradientové eluci a detekce všech oddělených složek 
(univerzálnost) [61]. 
  
•  Fotometrický a spektrofotometrický detektor 
 Tyto detektory registrují absorbanci eluátu protékajícího kyvetou o vnitřním objemu 10 µl 
a menším. Jsou konstruovány jako přístroje s  jednou pevnou vlnovou délkou, nejčastěji 
254 nm, dále rovněž přístroje s možností vymezit vlnové délky pomocí spektrálních filtrů, 
přístroje s plynule měřitelnou vlnovou délkou 190 - 400 (600) nm  vybavené mřížkovým 
monochromátorem a  přístroje umožňující volit nejvhodnější pracovní vlnovou délku 
ze spektra snímaného v průběhu celé analýzy fotodiodovým polem (DAD). DAD detektory 
umožňují kromě toho zjistit „čistotu“ separovaných zón a významně pomáhají při identifikaci 
jednotlivých složek vzorku. Výhodou je univerzálnost, citlivost a především použitelnost 
v gradientových technikách [60, 61]. 
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 Použití spektrofotometrického detektoru s diodovým polem umožňuje splnit všechny 
požadavky farmaceutické analytiky (identifikace, kontrola čistoty, stanovení obsahu) 
v jednom kroku [61]. Jsou velmi vhodné pro stanovení sulfonamidů, jejichž optimální vlnová 
délka pro měření je uváděna 260 nm [27, 44] 270 nm [15] nebo 280 nm [56].   
 
Obrázek 17: Schéma fotometrického detektoru [51] 
•  Fluorescenční detektor (FLD) 
 Uvedený detektor se používá k detekci látek vykazujících fluorescenci nebo takových 
látek, jejichž deriváty fluoreskují.  Fluorescence je definována jako schopnost látek 
absorbovat ultrafialové záření a následně vysílat záření o vyšší vlnové délce, které se měří 
fotonásobičem kolmo na směr vstupujícího záření. Detektor je vysoce selektivní a je vhodné 
ho kombinovat s fotometrickým detektorem. Pro sulfonamidy je vhodná excitační vlnová 
délka 400 nm [64, 65] a emisní vlnová délka 500 nm [15, 29, 51, 56, 61, 66, 67]. 
2.3.3.2.  Plynová chromatografie 
 Plynová chromatografie využívá k dělení směsi látek dynamického systému s  plynnou 
mobilní fází. Složky vzorku se v takovém systému dělí po převedení do plynné fáze. Tato 
technika se používá pro separaci, identifikaci a stanovení složitějších směsí plynů a těkavých 
látek a zejména organických sloučenin s bodem varu nižším než cca 400 °C. Je proto možné 
analyzovat nejen látky plynné, ale také zplynitelné látky kapalné a pevné o relativní 
molekulové hmotnosti do 400. Pro látky málo těkavé se před stanovením plynovou 
chromatografií využívá derivatizace, tj. převedení zjišťovaných složek na těkavé deriváty; 
například sulfonamidy se často převádí N1-methylací na N1-methyl deriváty. Derivatizace se 
provádí reakcí s diazomethanem [15, 48, 56, 68]. Hlavními výhodami této metody jsou 
jednoduchost, nízké detekční limity a velmi vysoká separační účinnost [60, 61]. Tyto metody 
stanovení léčiv jsou založené na spojení plynové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
(GC-MS) nebo s tandemovou hmotnostní spektrometrií (GC-MS-MS) [61]. 
 Roztok vzorku obsahující dělené látky se vstříkne do vyhřívaného prostoru dávkovače, kde 
se ihned vypaří a proudem nosného plynu (mobilní fáze) je unášen do chromatografické 
kolony umístěné v termostatu. Dělené látky se na počátku kolony sorbují na stacionární fázi. 
Tento proces probíhá mnohonásobně. Nosný plyn unáší dělené látky z kolony a nakonec 
vystupuje jedna látka po druhé, a to v poměru svých sorpčních sil. Látky, jež se sorbují málo, 
vystupují z kolony nejdříve, tj. mají nejkratší retenční časy. Látky silně sorbované vystupují 
z kolony později. Z kolony látky vstupují do detektoru. Signál z detektoru se vyhodnocuje 
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a z časového průběhu intenzity signálu (retenční čas) se identifikují složky, kvantitativní 
zastoupení složek se počítá z plochy píků identifikovaných složek [51, 61]. 
 Schéma uspořádání  plynového chromatografu znázorňuje obrázek 18.  
 Nosným plynem, tj. mobilní fází, je plyn inertní a jeho úlohou je transportovat složky 
vzorku kolonou. Podle zvoleného způsobu detekce separovaných složek se jako nosný plyn 
používá dusík, helium, argon nebo vodík. Zdrojem nosného plynu jsou tlakové láhve. Nosný 
plyn z tlakové láhve se před vstupem čistí, suší a reguluje se u něho průtok a tlak [60, 61]. 
 Injektor představuje vstup analyzované látky do plynového chromatografu. Běžně se užívá 
injekčních mikrostříkaček, kterými se propíchne pryžové těsnění a vzorek se vpraví 
do vyhřátého prostoru dávkovacího zařízení. Teplota dávkovacího zařízení musí být přitom 
minimálně o 50 °C vyšší, než je teplota varu nejvýše vroucí složky obsažené ve vzorku. 
Při stanovení sulfonamidů se tato teplota pohybuje okolo 300 °C [68, 69]. Zplyněný vzorek je 
potom nosným plynem unášen do kolony [61]. 
 Chromatografické kolony mohou být buď s náplní nebo bez náplně. Kolony s náplní jsou 
zhotovené z nerezové oceli nebo ze skla o průměru 3 – 8 mm a délce 1 – 5 m. Náplní je 
zakotvená stacionární fáze nanesená na povrch nosiče, kterými jsou převážně nepolární 
a povrchově aktivní křemičitany nebo povrchově aktivní sorbent (aktivní uhlík, silikagel aj.). 
Kolony bez náplní jsou kapilární o vnitřním průměru 0,05–0,25 mm, dlouhé 20–100 m, 
jejichž vnitřní povrch je pokryt zakotvenou fází, na níž dochází k separaci složek [60, 61, 70]. 
Při stanovení antibiotik se nejčastěji používá HP5-MS kolona [71, 72, 73]; dále se v literatuře 
jako vhodné kolony uvádí kolony HP Ultra 2 [68, 71] a HP-1 [74].  
 K detekci látek nosného plynu slouží detektor; signál z detektoru je zpracován 
ve vyhodnocovacím zařízení, které zakresluje chromatografickou křivku a provádí její 
vyhodnocení [60, 61, 70]. 
  
Obrázek 18: Zjednodušené schéma plynového chromatografu [70] 
  
 Detektor pro plynovou chromatografii by měl mít nízký detekční limit, dobrou stabilitu 
a reprodukovatelnost signálu, nízký šum, rychlou odezvu nezávislou na rychlosti toku mobilní 
fáze, lineární dynamickou odezvu v rozsahu několika řádů, teplotní rozsah minimálně 
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do 400 °C a obdobnou odezvu pro všechny analyty (univerzální detektor), nebo selektivní 
odezvu pro jednu nebo více skupin analytů (selektivní detektory). Pro stanovení sulfonamidů 
se používá detektor elektronového záchytu, nebo také atomový emisní detektor [48, 60, 
68]. 
  
•  Detektor elektronového záchytu (ECD) 
 Detektor pracuje na principu proporcionálního počítače pro měření intenzity 
radioaktivního záření. Analyt vycházející z  chromatografické kolony prochází okolo 
β-zářiče. Elektrony ze zářiče vyvolávají ionizaci nosného plynu a silnou produkci 
elektronů. V přítomnosti sloučenin s  prvky s  velkou elektronovou afinitou dochází 
k pohlcení některých energeticky chudých elektronů. Pohyblivost těchto nových částic je 
menší, proto se sráží s rovněž přítomnými kladnými částicemi a eliminují se. Tím se sníží 
celkový počet negativních částic a také hodnota ionizačního proudu. Radioaktivní zdroj 
tvoří současně katodu a detekuje selektivně látky, které zachycují elektrony za vzniku 
stabilních iontů [51, 60]. 
 
Obrázek 19: Schéma ECD detektoru [60] 
•  Atomový emisní detektor (AED) 
 Atomový emisní detektor je příkladem detektorů, které využívají emise záření vzorkem. 
V AED vstupuje plyn z kolony do plazmové hlavice, atomizuje se a emituje záření. To se 
po rozkladu mřížkou analyzuje diodovým polem a určí se obsahy prvků [51, 68]. 
Při stanovení sulfonamidových léčiv mohou být parametry přístroje nastaveny 
následovně: teplota 300 °C, energie plazmy 70 W, teplota vodní lázně 60 °C, tok hélia 
130 ml/min [68].    
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Obrázek 20: Schéma AED detektoru [75] 
2.3.3.3. Hmotnostní spektrometrie 
  Mnoho moderních metod publikovaných pro stanovení sulfonamidů dnes používá spojení 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (HPLC–MS, HPLC–
MS–MS) [19, 29, 33, 34, 40, 44, 48, 53, 55, 59, 69], nebo po derivatizaci spojení plynové 
chromatografie s hmotnostní spektrometrií (GC–MS, GC–MS–MS) [36, 71]. 
 Hmotnostní spektrometrie (MS) je analytická metoda, při které jsou atomy a molekuly 
ve vzorku ionizovány, separovány podle jejich poměru hmotnosti k  náboji iontu (m/z) 
a nakonec zaznamenány. Přístroj, který provádí toto měření, se nazývá hmotnostní 
spektrometr.  
 Základními součástmi každého hmotnostního spektrometru jsou: iontový zdroj, separátor 
(hmotnostní analyzátor) a detektor [60, 76, 77]. 
 
Obrázek 21: Blokové schéma hmotnostního spektrometru [podle 51, 76] 
 Ionizace: Neutrální částici lze vhodnými způsoby dodat dostatečné množství energie, 
aby došlo ke vzniku iontů. Nejobvyklejším postupem ionizace, zejména u organických 
molekul, je ionizace svazkem urychlených elektronů. Další možné cesty ionizace jsou 
ionizace elektrickým polem, chemická ionizace a ionizace výměnou náboje [60, 76]. 
 Desorpce:  Desorpce molekul je dosažena elektrickým polem, laserem, plazmou nebo 
bombardováním rychlými atomy i ionty [60, 76]. 
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 Analyzátory: V moderních menších a kompaktnějších přístrojích je jako hmotnostní 
analyzátor používán kvadrupól nebo kvadrupólová iontová past [51]. Pro stanovení antibiotik 
jsou nejvhodnějšími typy separátorů kvadrupól [36, 48], kvadrupólová iontová past [40, 78] 
a analyzátor doby letu [19, 34]. 
• Kvadrupólový analyzátor neboli kvadrupólový hmotový filtr je dynamický 
analyzátor. Separace iontů je uskutečněna průchodem iontů mezi čtyřmi kovovými 
tyčemi. Na každou tyč je přiváděna složka stejnosměrného napětí a současně složka 
radiofrekvenčního pole. Nastavení hodnot veličin předurčuje trajektorie drah, 
po kterých se mezi tyčemi budou pohybovat ionty s určitou hodnotou m/z. Nastavení 
veličin kvadrupólu se postupně mění a detektor zachycuje ionty o různých hodnotách 
m/z. Hmotnostní spektrum lze získat velmi rychle, není vyžadováno vysoké vakuum, 
má však menší rozsah měřitelných hmotností a nižší rozlišení [51, 79]. 
 
Obrázek 22: Schéma kvadrupólového analyzátoru [51] 
• Kvadrupólová iontová past pracuje podobně jako kvadrupól, má však jen tři 
elektrody, z nichž jedna je kruhová a dvě jsou vyklenuté do prostoru kruhu. Tento 
prostor je místem, ve kterém se shromažďuje oblak iontů. Jako plyn je používáno 
helium, které třením brzdí pohyb iontů a napomáhá jejich semknutí do oblaku 
v iontové pasti. Změnou nastavení veličin jsou ionty odváděny směrem k  detektoru. 
Tento analyzátor je malý, citlivý, snadno automatizovatelný [51]. 
• Nejjednodušší a nejrychlejší hmotnostní spektrometry jsou analyzátory doby letu 
(TOF). Celý vzorek iontů je akcelerován najednou. Všem iontům se dodává stejná 
energie, ionty vstupují do evakuované trubice 1 – 2 metry dlouhé, na jejímž konci je 
umístěn detektor. Ion s nižší hmotností a stejnou kinetickou rychlostí jako ion s vyšší 
hmotností má vyšší rychlost. Na detektor tedy dopadají postupně ionty od nejlehčího 
po nejtěžší [51]. 
 
 Detektory: Typ používaného detektoru souvisí s celkovou konstrukcí zařízení. Většinou se 
používá Faradayova cela, dále pak elektronový násobič, fotonásobič, elektrooptické detektory, 
magnetické násobiče (u TOF) [60, 76].  
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V celém systému MS (nebo alespoň v oblasti separátoru až k detektoru) je nutné udržovat 
tlak na nízkých hodnotách. Proto je použit vakuový systém, který zabraňuje iontům měnit 
neřízeně svou energii a zabraňuje také nechtěným srážkám [60, 76]. 
LC-MS   
 Propojení LC-MS je mnohem komplikovanější než u GC-MS. Je zde potřeba vyřešit 
několik důležitých problémů. Prvním je odstranění velkého objemu plynu produkovaného 
výparem mobilní fáze; to je důležité pro dosažení vakua, které je nezbytné pro získání 
dobrých hmotnostních spekter. Dalšími problémy jsou: složení mobilní fáze, které je často 
nekompatibilní s MS a obtížnost přenosu polárních a iontových analytů z kapalné do plynné 
fáze [36, 62, 77]. 
 Řešením některých problémů spojených s propojením LC-MS je příchod nových, tzv. 
měkkých ionizačních technik; především se jedná o termosprej (TS) a elektrosprej (ESI) [62, 
77]. Při zjišťování léčiv ve vzorcích vody je velmi často používaná jako vhodná ionizační 
technika elektrosprej (jedná se tedy o propojení LC-ESI-MS) v pozitivním iontovém módu 
[15, 19, 21, 29, 33]. 
 Elektrosprej je pravděpodobně nejefektivnější ionizační technikou ve spojení s HPLC 
a umožňuje také vznik ionizovaných částic s  větším počtem nábojů. Při ionizaci 
elektrosprejem prochází eluát po výstupu z chromatografické kolony kapilárou, na kterou je 
vloženo vysoké napětí, takže malé kapičky nesou kladný nebo záporný náboj, a to podle 
polarity vloženého napětí na kapiláru. Dalším odpařováním rozpouštědla dochází ke zmenšení 
velikosti kapiček a tím i ke zvýšení povrchového náboje, až dojde coulombickou explozí 
k rozpadu na menší kapičky [60, 79, 80].  
GC-MS  
 Spojení GC s náplňovými kolonami je omezeno pouze nutností snížení množství mobilní 
fáze vstupující do iontového zdroje MS na míru, kterou je schopen odčerpat vakuový systém. 
Mezi chromatografickou kolonu a iontový zdroj je zařazen separátor pracující na principu 
odstranění přebytečného helia jako nosného plynu nebo dělič toku. Průtok mobilní fáze 
kapilární kolonou je podstatně nižší a vakuový systém jej odčerpá při svém obvyklém 
výkonu, takže kapilární kolona je zavedena do evakuovaného prostoru MS těsně před iontový 
zdroj [60]. 
2.3.3.4. Elektromigrační analytické metody 
 Pro stanovení sulfonamidů lze kromě již zmíněných metod využít také elektromigrační 
metody, především kapilární zónovou elektroforézu (CZE). Při stanovení léčiv metodou CZE 
je výhodou snížení objemu použitých kapalin a menší počet použitých vzorků, než je tomu 
u HPLC [81, 82, 83].  
 Elektromigrační separační metody využívají dvou elektrokinetických jevů – elektroforézy 
a elektroosmózy. V prostředí obsahujícím roztok s  nabitými částicemi a pevné povrchy 
stýkající se s roztokem, které mohou nést elektrické náboje, se vytvářejí elektrické dvojvrstvy. 
Časem vzniká určité elektrické rozdělení nábojů. Na toto prostředí je připojeno stejnosměrné 
elektrické pole, které poruší rovnováhu v rozložení nábojů a vyvolá jejich pohyb [51]. 
 
 Elektroforéza (elektroforetická migrace iontů) spočívá v migraci elektricky nabitých 
částic ve stejnosměrném elektrickém poli, které se vytváří vkládáním konstantního 
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stejnosměrného napětí mezi elektrody. V zónové elektroforéze je prostředí tvořeno základním 
elektrolytem, který zajišťuje dostatečnou elektrickou vodivost v celém systému [51, 84]. 
 
Obrázek 23: Elektroforetická migrace [84] 
 Elektroosmóza (elektroosmotický tok kapaliny): stěny kapiláry vyrobené z  taveného 
křemene obsahují silanolové skupiny, které se v  kontaktu s roztoky o vyšším pH disociují. 
Disociací se vytváří záporný náboj stěny. Ke stěně je přitažena vrstva kovových iontů 
základního elektrolytu a vzniká stabilní elektrická dvojvrstva. Kationty blíže středu kapiláry 
tvoří tzv. difúzní vrstvu; pokud je to zavedeno, kationty migrují ke katodě. Vodíkové kationty 
bývají silně hydratovány a jejich pohyb společně s asociovanými molekulami vody vyvolá tok 
celého roztoku k detektoru, který je umístěn před katodou. Tento jev se nazývá elektroosmóza 
a tok se označuje jako elektroosmotický tok [51, 84]. 
 
Obrázek 24: Elektroosmotický tok (elektroosmóza) [84] 
Kapilární zónová elektroforéza  
 K migraci elektricky nabitých sloučenin dochází v křemenné kapiláře o délce 20 - 100 cm 
a vnitřním průměru 25 - 100 µm, která je naplněná vhodným základním elektrolytem 
v elektrickém poli vysoké intenzity (15 - 30 kV). Ionty se dělí na základě rozdílných 
elektroforetických pohyblivostí (mobilit) a jsou unášeny k opačně nabité elektrodě 
s detekčním systémem [60]. 
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Obrázek 25: CZE přístroj [84] 
 Křemenná kapilára s  nemodifikovaným povrchem nebo kapilára opatřená ochrannou 
polyamidovou vrstvou je oboustranně ponořená do nádobek se základním elektrolytem 
a opačně nabitými platinovými elektrodami [60]. 
 Na nemodifikovaném povrchu křemenné kapiláry se při styku s roztokem elektrolytu může 
vytvořit, a to v důsledku přítomných ionizovaných SiOH skupin, elektrická dvojvrstva 
s kladným polem namířeným do povrchové vrstvy elektrolytu, která je pak strhována 
ke katodě, čímž se vytváří osmotický tok [60]. 
 Jako detektor se nejčastěji používá spektrofotometrický detektor, dále pak fluorimetrický 
detektor na bázi laserem indukované fluorescence. Lze rovněž použít hmotnostní detektor, 
který vyžaduje interface typu elektrosprej nebo termosprej, zejména pro odstranění přebytku 
kapaliny, evakuaci systému a ionizaci [60]. 
 Kapilární zónovou elektroforézu lze použít na stanovení sulfonamidových antibiotik. Jako 
roztoky jsou používány např. fosforečnan sodný, boritan sodný, EDTA, uhličitan sodný. 
Podmínky pro separaci jsou následující: pH ≈ 8,5, napětí 22 – 24 kV, teplota 25 °C. Detektor 
je v tomto případě spektrofotometrický a vhodná vlnová délka pro sulfonamidy je 205 nm 
[81, 82, 83].  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
3.1. Přístroje, zařízení, software  
• Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
• Ultrazvuková vodní lázeň, typ Teson 4, Tesla, ČR 
• Odstředivka SIGMA 3-15 (max. 5 000 ot/min.), SRN 
• Odstředivka BOECO U-32 R (max. 12 000 ot/min.), SRN 
• Rotační vakuová odparka RVO Büchi Rotavapor R-205 s vodní lázní B-490 
a s elektronickým řízením vakua V-800, Laboratortechnik AG, Švýcarsko  
• Přístroj pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem onePSE (Applied Separations, USA) 
• SPE kolonky: Supelclean envi-18, 6 ml, Supelco, USA  
• Filtry ze skleněných mikrovláken (glass microfibre filtres) GFC, 55 mm, Whatman, 
England 
• Cronus Syringe Filter PTFE, 13 mm 0,45 µm, Lavicom, UK 
• Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA 
• Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 x 150 mm, velikost částic 5 µm 
• Detektor diodového pole: zdrojem světla je deuteriová a wolframová lampa, 1024 
fotodiod, vlnový rozsah 190 až 950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 až 16 mm 
• Běžné laboratorní vybavení 
3.2. Používané chemikálie a standardy 
3.2.1. Chemikálie 
• Kyselina chlorovodíková, Merci, ČR, PA 
• Kyselina mravenčí, Riedel – de Haen, Sigma – Aldrich, GmbH, PA 
• Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice, ČR 
• Acetonitril, CHROMASOLV, for HPLC gradient grade, Sigma – Aldrich 
• Ultračistá (MilliQ) voda 
3.2.2. Standardy 
• Sulfathiazol, Sigma–Aldrich 
• Sulfapyridin, čistota ≥ 99 %, Sigma–Aldrich 
• Sulfamethazin, čistota ≥ 99 %, Sigma–Aldrich 
• Sulfamethoxazol, Sigma–Aldrich 
• Trimethoprim, čistota ≥ 98 %, Sigma–Aldrich 
3.3. Sledovaná matrice 
 Sledovanou matricí byl vyhnilý a odstředěný kal z Městské velkokapacitní čistírny 
odpadních vod (ČOV) Brno-Modřice a odpadní voda z Veterinární a farmaceutická univerzity 
Brno. 
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3.4. Sledované analyty 
3.4.1.  Sulfathiazol 
• Chemicky: 4-amino-N-(thiazol-2-yl)benzensulfonamid. 
• Mr = 255, 31  
• Bílý nebo slabě nažloutlý krystalický prášek. Nerozpustný ve vodě, těžce rozpustný 
v 96% ethanolu, prakticky nerozpustný v dichlormethanu. Rozpouští se v roztocích 
alkalických hydroxidů a ve zředěných minerálních kyselinách [85, 86]. 
3.4.2. Sulfapyridin 
• Chemicky: 4-amino-N-pyridin-2-ylbenzenesulfonamid 
• Mr = 249,29 
• Velmi málo rozpustný ve vodě [87]. 
3.4.3. Sulfamethazin 
• Chemicky: 4-amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzensulfonamid 
• Mr = 278,33 
• Nažloutlý prášek rozpustný v methanolu, diethyletheru, mírně rozpustný ve zředěných 
minerálních kyselinách a velmi mírně rozpustný ve vodě [87, 88]. 
3.4.4.  Sulfamethoxazol 
• Chemicky: 4-amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzensulfonamid. 
• Mr = 253,28 
• Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Prakticky nerozpustný ve vodě, rozpustný 
v acetonu, mírně rozpustný ve zředěných roztocích hydroxidu sodného a zředěných 
kyselinách [85, 89]. 
3.4.5.  Trimethoprim 
• Chemicky: 2,4-diamino-5-(3,4,5-trimethoxybenzyl)pyrimidin. 
• Mr = 290,32 
• Bílý nebo nažloutle bílý prášek. Rozpustný velmi těžce ve vodě, těžce v 96% ethanolu 
[85, 90]. 
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3.5. Pracovní postupy 
3.5.1. Odběry vzorků 
Městská velkokapacitní čistírna odpadních vod (ČOV) Brno-Modřice: 
• Odběr:  odstředěný a vyhnilý kal, ráno (cca v 7 hod) 
• Vzorkovnice:  1 litrové plastové 
• Vzorky:  skladovány v lednici při teplotě 5 °C  
Veterinární a farmaceutická univerzita Brno: 
• Odběr:  odpadní voda, 2×denně přítok a odtok, přibližně v 7:00 a 13:00 hod 
• Vzorkovnice:  1 litrové tmavé skleněné 
• Vzorky:  ihned zpracovány (3×300 ml), popř. skladovány v lednici při teplotě 
  5 °C do druhého dne 
3.5.2. Úprava vzorků a izolace analytů 
3.5.2.1. Vyluhování 
A) Extrakce ultrazvukem 
• Rozpouštědlo: methanol 
• Ultrazvuk:  30 minut 
• Odstředivka:  20 minut při 5 000 ot/min 
 15 minut při 8 000 ot/min 
• Filtrace:  křemenné filtry, průměr 55 mm, Whatman, England 
 
Obrázek 26: odstředivky: vlevo SIGMA 3-15, vpravo BOECO U-32 R 
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B) Zrychlená extrakce rozpouštědlem PSE 
• Rozpouštědlo:   methanol 
• Teplota:   40 °C  
• Tlak:    60 bar 
• Počet cyklů:    2 
• Doba statické fáze:   7 minut 
• Proplach rozpouštědlem:  20 sekund 
• Sušení dusíkem:   2 minuty 
 
Obrázek 27: Přístroj pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem 
3.5.2.2. Extrakce na tuhou fázi SPE 
• Typ SPE kolonky:   ENVI–18 SPE Tubes 
• Kondicionace kolonky:  2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
     2 ml 5% methanolu 
• Aplikace vzorku:    300 ml odpadní voda, 75 – 190 ml kal 
• Sušení proudem vzduchu:  5 minut 
• Promytí sorbentu:    2 ml 5% methanolu 
• Eluce analytu:   5 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
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Obrázek 28: SPE extrakce  
3.5.3. Analýza vzorků a standardů 
 Analýza reálných vzorků a standardů léčiv byla provedena pomocí vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-DAD). Pro stanovení byla 
využita kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5µm velikost částic). 
3.5.4. Chromatografické podmínky analýzy 
• Mobilní fáze: 0,01 M kyselina mravenčí, acetonitril
• Průtok mobilní fáze: 0,6 ml/min 
• Gradient mobilní fáze: t0 = 30 % ACN, t3 = 40 % ACN, t6 = 80 ACN % 
• Teplota kolony: 20 °C 
• Vlnová délka detekce: 270 nm 
• Celková délka analýzy: 15 minut  
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Obrázek 29: Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE  
4.1. Určení chromatografických podmínek 
 Pro určení vhodných chromatografických podmínek byly použity standardy vybraných 
sulfonamidových léčiv (sulfathiazolu, sulfapyridinu, sulfamethazinu, sulfamethoxazolu) 
a trimethoprimu. Standardy byly rozpuštěny ve vodném roztoku 0,1% kyseliny mravenčí. 
Pro přípravu roztoků byla použita ultračistá voda (MilliQ). Koncentrace připravených vzorků 
využívaných pro nastavení kapalinového chromatografu byla 0,1 mg/ml.     
4.1.1. Rozpustnost 
 Protože vybraná léčiva jsou obtížně rozpustná ve vodě, bylo nejprve třeba zvolit vhodné 
rozpouštědlo. Byl připraven roztok 0,1 mg/ml léčiva ve zředěných vodných roztocích kyselin 
nebo zásad. Byla porovnávána rozpustnost v těchto roztocích: 
• 5% HCl; 1% HCl,  
• 2,5% NaOH; 1% NaOH,  
• 1% HCOOH; 0,1% HCOOH. 
 
 Pokud se léčivo po protřepání nerozpustilo, bylo umístěno do ultrazvukové vodní lázně 
na dobu přibližně 5 - 15 minut. Porovnáním baněk se sulfonamidy v různých rozpouštědlech 
bylo zvoleno jako optimální prostředí roztok 0,1% HCOOH. Tohoto zjištění bylo využito 
i při výběru mobilní fáze. 
4.1.2. Mobilní fáze 
 Při optimalizaci podmínek na HPLC byly ověřovány dva typy mobilních fází: 0,1% 
kyselina mravenčí s acetonitrilem (viz obr. 30) a  0,01 M kyselina mravenčí s acetonitrilem 
(viz obr. 31).  Jako vhodnější byl posouzen druhý typ mobilní fáze; zde byly píky více 
symetrické a užší. Především to platilo pro pík trimethoprimu, který vykazoval vyšší odezvu 
při použití 0,01 M HCOOH. Při použití 0,01 M HCOOH také píky méně chvostovaly. 
 
Obrázek 30: Chromatogram trimethoprimu, sulfathiazolu, sulfapyridinu, sulfamethazinu 
a sulfamethoxazolu při použití 0,1% kyseliny mravenčí a acetonitrilu jako mobilních fází   
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Obrázek 31: Chromatogram trimethoprimu, sulfathiazolu, sulfapyridinu, sulfamethazinu 
a sulfamethoxazolu při použití 0,01 M kyseliny mravenčí a acetonitrilu jako mobilních fází 
 
Obrázek 32: Porovnání dvou chromatogramů trimethoprimu, sulfathiazolu, sulfapyridinu, 
sulfamethazinu a sulfamethoxazolu při použití dvou různých mobilních fází.   
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4.1.3. Průtok mobilní fáze 
 Pro optimální volbu vhodné mobilní fáze byl sledován její průtok. Bylo vyzkoušeno 
celkem šest různých průtoků. Nejprve byly vyzkoušeny průtoky: 0,3; 0,6; 0,9 a 1,2 ml/min. 
Jako vhodné se z této série jevily průtoky 0,6 a 0,9 ml/min, a proto byly pro upřesnění 
vyzkoušeny ještě průtoky 0,7 a 0,8 ml/min. Při změně průtoků docházelo ke změně retenčních 
časů, konkrétně k jejich posunutí. Dále bylo prokázáno, že se zvyšující se rychlostí mobilní 
fáze se zkracovala doba analýzy a zkracovaly se také retenční časy (viz tab. 3). Při nižších 
průtocích byly píky široké, při vyšších průtocích byly píky sice úzké a ostré, ale nacházely se 
těsněji u sebe.  
 Jako nejvhodnější byl vybrán průtok 0,6 ml/min, při kterém byly píky úzké, ostré, 
souměrné a dosahovaly dobré odezvy.  Při vyšších průtocích již odezva detektoru klesla 
a také souměrnost se u některých píků zhoršovala.  
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Obrázek 33: Chromatogram trimethoprimu, sulfathiazolu, sulfapyridinu, sulfamethazinu 
a sulfamethoxazolu při různých rychlostech průtoku mobilní fáze 
Tabulka 3: Retenční časy léčiv při různých rychlostech průtoku mobilní fáze 
Průtok 
mobilní fáze 
(ml/min) 
Retenční čas 
TMP  
(min)  
Retenční čas 
STZ  
(min) 
Retenční čas 
SPY  
(min) 
Retenční čas 
SMZ  
(min)  
Retenční čas 
SMX  
(min) 
0,3 6,07 8,51 9,15 10,40 12,08
0,6 3,03 4,25 4,60 5,33 7,23
0,7 2,48 3,56 3,89 4,53 6,31
0,8 2,27 3,19 3,45 4,02 5,66
0,9 2,02 2,83 3,07 3,59 5,10
1,2 1,51 2,11 2,29 2,69 3,94
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4.1.4. Gradient mobilní fáze 
 Byly ověřovány různé gradienty zvolených mobilních fází. Jako nejvhodnější byl určen 
gradient uvedený v tabulce 4. 
Tabulka 4: Zvolený gradient mobilní fáze 
Čas (min) 0,01 M HCOOH : acetonitril 
0 80 : 20 
3 60 : 40 
6 20 : 80 
 
 Výše uvedený gradient mobilní fáze byl vybrán jako nejvhodnější, protože píky všech léčiv 
měly při těchto podmínkách velmi dobrou odezvu, byly úzké a zároveň došlo k vhodnému 
oddělení píků sulfathiazolu a sulfapyridinu. Ve srovnání s jinými výsledky (viz uvedený 
příklad na obr. 34), kdy se odezvy jednotlivých píků léčiv značně lišily a píky byly široké 
s tendencí chvostovaní, byl proto výše specifikovaný gradient vybrán jako nejvhodnější. 
 
 
Obrázek 34: Příklad dvou chromatogramů léčiv při různých gradientech mobilní fáze  
4.1.5. Teplota kolony 
 V rámci optimalizace podmínek měření bylo vyzkoušeno šest různých teplot kolony 
(viz obr. 35), a to v rozmezí od 18 až do 28 °C. Při podrobnějším srovnávání jednotlivých 
chromatogramů měřených při různých teplotách (viz obr. 36) se jevila jako nejvhodnější 
teplota kolony 20 °C, při které byly píky nejvíce symetrické. Tato teplota byla zvolena rovněž 
vzhledem k fyzikálně chemickým vlastnostem sulfonamidů.  
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Obrázek 35: Chromatogramy léčiv při různých teplotách kolony 
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Obrázek 36: Srovnání chromatogramů sulfamethazinu při různých teplotách kolony 
4.1.6. Vlnová délka detekce 
 Posledním parametrem, který bylo nutné optimalizovat pro stanovení vybraných léčiv, byla 
vlnová délka. Její hodnota byla zvolena na základě proměření celého absorpčního spektra 
od 190 do 400 nm. Hodnota vlnové délky 270 nm byla vybrána nejen na základě provedeného 
experimentu, ale také na základě zpracované literární rešerše.  
4.1.7. Parametry analýzy při zvolených optimálních podmínkách  
 Získané hodnoty jednotlivých parametrů byly shrnuty v tabulce 5, výsledný chromatogram 
je zobrazen na obrázku 37 a retenční časy jednotlivých léčiv jsou znázorněny v tabulce 6. 
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Obrázek 37: Chromatogram trimethoprimu, sulfathiazolu, sulfapyridinu, sulfamethazinu 
a sulfamethoxazolu při optimálních podmínkách   
Tabulka 5: Zvolené optimální podmínky pro analýzu sulfonamidů a trimethoprimu 
Optimální podmínky 
Mobilní fáze 0,01 M kyselina mravenčí
Průtok mobilní fáze 0,6 ml/min 
Gradient mobilní fáze t0 = 30 % ACN, t3 = 40 % ACN, t6 = 80 ACN % 
Teplota kolony 20 °C 
Vlnová délka 270 nm 
 
Tabulka 6: Retenční časy léčiv při zvolených optimálních podmínkách. 
Léčivo TMP STZ SPY SMZ SMX 
Retenční čas (min) 3,03 4,25 4,60 5,33 7,23 
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4.2.  Extrakce tuhou fází (SPE) 
 Vhodné podmínky SPE extrakce byly zjišťovány pomocí roztoků standardů vybraných 
antibiotik.  Bylo vyzkoušeno celkem pět postupů. V rámci prvního postupu byl na předúpravu 
a promytí kolonky použit 5ti% methanol a jako eluční roztok methanol. Tato metoda však 
nebyla příliš vhodná, protože výtěžnost se pohybovala okolo 20 %. Při druhém postupu byla 
k eluci použita směs dichlormethan : aceton (3 : 2); tato metoda se zdála být vhodná 
především pro sulfonamidová antibiotika, protože při ní bylo dosaženo výborné výtěžnosti 
(okolo 100 %). Problém se však vyskytl při stanovení trimethoprimu, u kterého výtěžnost 
dosahovala hodnot až 200 %. Na základě toho byl tento postup posouzen jako nevhodný. 
U třetího, čtvrtého a pátého postupu byl na předpravu kolonky vždy použit roztok kyseliny 
mravenčí v methanolu a následně 5% methanol. Eluční roztoky měly následující složení: 
0,05, 0,1 a 0,15 M kyselina mravenčí v methanolu. Nanesený vzorek byl promyt 5% 
methanolem. Při použití 0,05 M kyseliny mravenčí jako eluátu byly výtěžnosti léčiv okolo 
40 – 60 % a získané hodnoty hodně kolísaly. Proto byly vyzkoušeny ještě další roztoky 
s vyšším obsahem kyseliny mravenčí (0,1 a 0,15 M). Obě tyto metody vykazovaly dobrou 
výtěžnost (okolo 100 %) pro vybraná sulfonamidová léčiva i pro trimethoprim. Na podkladě 
získaných výsledků byl jako nejvhodnější zvolen postup, kde byla použita 0,1 M kyselina 
mravenčí v methanolu jako eluční činidlo, a to vzhledem k vhodnější  hodnotě pH. Postup 
celé extrakce je popsán v kapitole 3.5.2.2.    
4.2.1. Výtěžnosti léčiv při extrakci (SPE) 
 Výtěžnosti pro jednotlivá léčiva byly vyhodnoceny na základě kalibrační závislosti plochy 
píku na koncentraci léčiva. Kalibrační roztoky byly připraveny ze standardů léčiv. Standardy 
jednotlivých léčiv byly rozpuštěny v roztoku 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu. Postup 
pro stanovení výtěžnosti vybraných antibiotik je uveden v kapitole 3.5.2.2. Pouze místo 
reálného vzorku byl použit standard (zvolená léčiva v 0,1 % kyselině mravenčí) o objemu 
10 ml a koncentraci 0,1 mg/ml.       
 4.2.1.1. Výtěžnost sulfathiazolu 
 Výtěžnosti sulfathiazolu se pohybovaly v rozmezí od 94,74 do 104,17 %.  Průměrná 
výtěžnost byla stanovena na 100,41 % a průměrná výsledná koncentrace byla stanovena 
na 0,103 g/l. Dále byla vypočtena směrodatná odchylka, a to pomocí funkce SMODCH 
v programu Microsoft Excel a relativní směrodatná odchylka podle vztahu (1): 
%100⋅=
x
SSr       (1) 
 Kromě toho byla vypočítána rovněž mez detekce (LOD) podle vztahu (3) a mez 
stanovitelnosti (LOQ) podle vztahu (4): 
k
ALOD S⋅= 3       (2) 
k
ALOQ S⋅= 10      (3) 
kde SA  je plocha velikosti šumu základní linie zjištěná analýzou slepého pokusu a k  je 
směrnice kalibrační přímky.  
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Hodnota směrodatné odchylky pro sulfathiazol byla 0,003 g/l a relativní směrodatné 
odchylky byla 5,11 %.  
 Vypočtená mez detekce měla hodnotu 1,80 ng/l a mez stanovitelnosti 6,01 ng/l. 
Kalibrační křivka sulfathiazolu
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Graf 1: Kalibrační křivka sulfathiazolu 
Tabulka 7: Výtěžnosti sulfathiazolu při SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,03.10-1 9,8.10-2 94,74 
2 1,03.10-1 1,04.10-1 100,67 
3 1,03.10-1 1,03.10-1 100,04 
4 1,03.10-1 1,02.10-1 98,55 
5 1,03.10-1 1,04.10-1 100,88 
6 1,03.10-1 1,07.10-1 104,17 
7 1,03.10-1 1,06.10-1 103,35 
8 1,03.10-1 1,06.10-1 102,55 
9 1,03.10-1 1,02.10-1 98,85 
10 1,03.10-1 1,03.10-1 100,30 
Průměr - 1,03.10-1 100,41 
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4.2.2.2. Výtěžnost sulfapyridinu  
 Výtěžnosti sulfapyridinu se pohybovaly v rozmezí od 91,62 do 106,39 %.  Průměrná 
výtěžnost byla stanovena na 99,07 %. Hodnota směrodatné odchylky pro sulfapyridin byla 
0,005 mg/ml a relativní směrodatné odchylky 9,98 %.  
 Vypočtená mez detekce dosáhla hodnoty 1,46 ng/l a mez stanovitelnosti hodnoty 4,85 ng/l. 
Kalibrační křivka sulfapyridinu
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Graf 2: Kalibrační křivka sulfapyridinu 
Tabulka 8: Výtěžnosti sulfapyridinu při SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,03.10-1 1,03.10-1 99,88 
2 1,03.10-1 1,10.10-1 106,39 
3 1,03.10-1 1,09.10-1 105,51 
4 1,03.10-1 9,4.10-2 91,62 
5 1,03.10-1 9,7.10-2 93,90 
6 1,03.10-1 1,00.10-1 96,70 
7 1,03.10-1 9,8.10-2 95,54 
8 1,03.10-1 9,8.10-2 95,03 
9 1,03.10-1 1,06.10-1 103,21 
10 1,03.10-1 1,06.10-1 102,91 
Průměr - 1,02.10-1 99,07 
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4.2.2.3. Výtěžnost sulfamethazinu 
 Výtěžnosti sulfamethazinu se pohybovaly v rozmezí od 98,01 do 107,59 %.  Průměrná 
výtěžnost byla stanovena na 103,38 %. Hodnota směrodatné odchylky pro sulfamethazin byla 
0,003 mg/ml a relativní směrodatné odchylky 6,00 %.  
 Vypočtená mez detekce činila 1,47 ng/l a mez stanovitelnosti 4,91 ng/l. 
Kalibrační křivka sulfamethazinu
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Graf 3: Kalibrační křivka sulfamethazinu 
Tabulka 9: Výtěžnosti sulfamethazinu při SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace 
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,03.10-1 1,01.10-1 98,01 
2 1,03.10-1 1,08.10-1 104,71 
3 1,03.10-1 1,07.10-1 103,60 
4 1,03.10-1 1,05.10-1 101,76 
5 1,03.10-1 1,08.10-1 104,43 
6 1,03.10-1 1,11.10-1 107,59 
7 1,03.10-1 1,11.10-1 107,33 
8 1,03.10-1 1,09.10-1 105,91 
9 1,03.10-1 1,02.10-1 99,14 
10 1,03.10-1 1,04.10-1 101,31 
Průměr - 1,06.10-1 103,38 
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4.2.2.3. Výtěžnost sulfamethoxazolu 
 Výtěžnosti sulfamethoxazolu se pohybovaly v rozmezí od 93,31 do 107,32 %.  Průměrná 
výtěžnost byla stanovena na 99,93 %. Hodnota směrodatné odchylky pro sulfamethoxazol 
byla 0,004 mg/ml a relativní směrodatné odchylky 8,15 %.  
 Vypočtená mez detekce byla 1,48 ng/l a mez stanovitelnosti 4,95 ng/l. 
Kalibrační křivka sulfamethoxazolu
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Graf 4: Kalibrační křivka sulfamethoxazolu 
Tabulka 10: Výtěžnosti sulfamethoxazolu při SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,02.10-1 1,03.10-1 100,63 
2 1,02.10-1 1,09.10-1 107,32 
3 1,02.10-1 1,08.10-1 106,24 
4 1,02.10-1 9,5.10-2 93,31 
5 1,02.10-1 9,8.10-2 95,98 
6 1,02.10-1 1,01.10-1 98,78 
7 1,02.10-1 1,01.10-1 98,67 
8 1,02.10-1 9,9.10-2 97,27 
9 1,02.10-1 1,02.10-1 99,83 
10 1,02.10-1 1,03.10-1 101,24 
Průměr -  0,102 99,93 
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4.2.2.4. Výtěžnost trimethoprimu 
 Výtěžnosti trimethoprimu se pohybovaly v rozmezí od 95,90 do 112,44 %.  Průměrná 
výtěžnost byla stanovena na 105,06 %. Hodnota směrodatné odchylky pro trimethoprim byla 
0,006 mg/ml a relativní směrodatné odchylky 1,00 %.  
 Vypočtená mez detekce činila 8,06 ng/l a mez stanovitelnosti 26,87 ng/l. 
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y = 6052,9x - 3,1826
R2 = 0,9988
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
koncentrace (g/l)
pl
oc
ha
 p
ík
u 
(m
A
U
)
 
Graf 5: Kalibrační křivka trimethoprimu 
Tabulka 11: Výtěžnosti trimethoprimu při SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,05.10-1 1,01.10-1 95,90 
2 1,05.10-1 1,04.10-1 99,11 
3 1,05.10-1 1,03.10-1 97,74 
4 1,05.10-1 1,12.10-1 106,20 
5 1,05.10-1 1,13.10-1 107,60 
6 1,05.10-1 1,18.10-1 112,30 
7 1,05.10-1 1,18.10-1 112,44 
8 1,05.10-1 1,17.10-1 111,07 
9 1,05.10-1 1,11.10-1 106,16 
10 1,05.10-1 1,07.10-1 102,07 
Průměr -  1,10.10-1 105,06 
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4.3.  Extrakce z kalu 
 Po vypracování SPE metody bylo potřeba zjistit vhodné podmínky pro extrakci léčiv 
z kalu. 
4.3.1.  Extrakce ultrazvukem 
 Extrakce kalu byla velmi problematická, především pak postup filtrace kalu a volba 
vhodného extrakčního činidla. Byla vyzkoušena řada možností, které jsou níže popsány.  
4.3.1.1. Postup pro extrakci  
 Nejprve bylo zapotřebí vypracovat vhodný postup pro extrakci léčiv z kalu. Bylo naváženo 
100 g kalu, popřípadě 100 ml kalu a to v závislosti na jeho konzistenci a bylo přidáno 100 ml 
rozpouštědla. Extrakce byla prováděna v ultrazvukové lázni po dobu 30 minut. Poté měl být 
kal vhodně zfiltrován. Byla vyzkoušena filtrace přes filtr ze skelných vláken a přes skládaný 
filtr, avšak suspenze byla velmi hustá a tento krok byl shledán nevhodným. Bylo proto nutné 
zařadit do postupu místo filtrace centrifugaci. 
 Nejprve byla vyzkoušena centrifuga NF 800 Nüve, kde byly nastaveny otáčky 4 000 ot/min 
a doba centrifugace 10 minut. Poté byla vyzkoušena filtrace extraktu. Ukázalo se, že přes filtr 
ze skelných vláken byla filtrace velmi obtížná, došlo téměř okamžitě k zanesení filtru. Proto 
byla prodloužena doba centrifugace, a to z 10 minut na 20 minut (otáčky na tomto přístroji již 
nebylo možno zvýšit). I přes prodloužení doby centrifugace docházelo při filtraci k rychlému 
zanášení filtru ze skelných vláken; ke zfiltrování jednoho vzorku bylo zapotřebí vyměnit filtr 
minimálně 10krát. Proto byl vyzkoušen jiný typ filtrace, a to s většími póry filtru. Ověřeny 
byly různé druhy papírových filtrů, ale ty se také ukázaly být nevhodné, protože nedocházelo 
k zachycení částic a filtrace nebyla účinná. Další možností bylo provést filtraci přes vatu 
odtučněnou pomocí acetonu a síran sodný. Tento pokus také nebyl úspěšný, rovněž došlo 
k zanesení filtru a k přerušení filtrace. Jedinou další možností při úpravě vzorku bylo zvýšení 
otáček při centrifugaci. Byla použita centrifuga SIGMA 3-15 (max. 5 000 otáček/min.) 
v kombinaci s centrifugou BOECO U-32 R (max. 12 000 otáček/min.). V tomto experimentu 
byl zvolen následující postup: nejprve byl vzorek odstředěn při 5 000 otáčkách/min. po dobu 
20 minut, a to  na centrifuze SIGMA 3-15;  poté následovala další centrifugace, při které byl 
vzorek znovu odstředěn na centrifuze BOECO U-32 R při 8 000 otáčkách/min. po dobu 
15 minut. Poté byl vzorek úspěšně zfiltrován přes filtr ze skelných vláken a mohl být nanesen 
na SPE kolonky k dalšímu analytickému kroku celého postupu. 
4.3.1.2.  Extrakční činidlo 
 Po vypracování vhodného postupu pro centrifugaci a filtraci bylo zapotřebí zvolit vhodné 
extrakční činidlo. Byly vyzkoušeny následující typy extrakčních činidel: methanol : voda 
(1 : 1); 25 %, 10 %, 5 % a 1 % methanol ve vodě; ultračistá voda; 0,1 % kyselina mravenčí 
a čistý methanol. Do vzorku kalu bylo přidáno známé množství léčiv a následný postup 
pro zjišťování vhodného extrakčního činidla byl vždy stejný a je popsán v předchozí kapitole. 
• Methanol : voda (1 : 1) 
 Jako první bylo vyzkoušeno extrakční činidlo methanol : voda (1 : 1). Byly vyzkoušeny 
dva vzorky: jeden bez kalu a druhý s kalem, přičemž oba dva vzorky byly s přídavkem léčiv 
o hmotnosti 0,1 mg. Po provedení ultrazvuku, centrifugace, SPE extrakce a vyhodnocení 
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hodnot koncentrace na systému HPLC přístroji bylo zjištěno, že extrakční činidlo 
methanol : voda (1 : 1) není vhodné pro extrakci vybraných léčiv. V obou případech došlo 
ke ztrátám analytů přesahujícím 95 % (viz obr. 38). Při použití extrakčního činidla 
metanol : voda (1 : 1) se léčiva pravděpodobně nezachytila na SPE kolonce. Proto byl i dále 
ověřován vhodný poměr methanolu a vody, aby se léčiva dokázala zachytit na SPE kolonce.  
 
Obrázek 38: Chromatogramy léčiv při použití extrakčního rozpouštědla methanol : voda (1 : 1)  
• Vodné roztoky methanolu 
 Protože kombinace methanol : voda (1 : 1) nebyla vhodná k extrakci léčiv z kalu z důvodu 
nezachycení na sorpční kolonce, byly vyzkoušeny další čtyři možné koncentrace methanolu: 
25%, 10%, 5% a 1% methanol. Nejprve byly vyzkoušeny pouze vzorky bez kalu. Při použití 
25% methanolu jako extrakčního činidla nebyla léčiva rovněž z velké části zachycena na SPE 
kolonce a výtěžnost se pohybovala pouze okolo 30 %. Zato při použití 10% methanolu již 
došlo ke zvýšení výtěžnosti, která však kolísala u různých léčiv v rozmezí 70 – 90 %. Jako 
velmi vhodný se jevil 5% i 1% methanol. 
 Na podkladě výše popsaného postupu byly zjišťovány výtěžnosti léčiv při použití 
extrakčního činidla 5% methanolu v kalu. Přestože se 5% methanol jevil jako vhodné 
extrakční činidlo, při pokusu s kalem byl rovněž shledán nevhodným, viz obr. 39. Výtěžnost 
jednotlivých léčiv je uvedena v tabulce 12. Výtěžnost sulfathiazolu a sulfamethoxazolu byla 
nulová, sulfamethazinu 12%, sulfapyridinu 17% a nejvyšší výtěžnost byla prokázána 
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u trimethoprimu, a to 80%. Léčiva, jejichž výtěžnost s 5% methanolem byla nízká, se 
pravděpodobně nejspíše nasorbovala na kal nebo se zcela nezachytila na SPE kolonce  
a v důsledku toho se snížila jejich koncentrace v extraktu.   
Tabulka 12: Výtěžnosti léčiv při použití 5% methanolu jako extrakčního činidla 
Léčivo Výtěžnost (%) 
Trimethoprim 80,12 
Sulfathiazol 0 
Sulfapyridin 17,11 
Sulfamethazine 11,80 
Sulfamethoxazol 0 
 
Obrázek 39: Srovnání dvou chromatogramů léčiv při použití 5 % methanolu jako extrakčního činidla 
 Dále byl stejným způsobem vyzkoušen 1% methanol. Výtěžnost jednotlivých léčiv je 
uvedená v tabulce 13. Výtěžnost sulfathiazolu a sulfamethoxazolu byla stejná jako 
v předešlém případě, tj. nulová, u sulfapyridinu byla 19 %, sulfamemethazinu 48 % a nejvyšší 
výtěžnost byla prokázána u trimethoprimu, a to dokonce 183%. Léčiva, jejichž výtěžnost 
v kalech byla nulová, případně u kterých bylo dosaženo malých výtěžností, se nejspíše 
nasorbovala na kal a proto se podstatně snížila jejich koncentrace v extraktu.   
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Tabulka 13: Výtěžnosti léčiv při použití 1% methanolu jako extrakčního činidla 
Léčivo Výtěžnost (%) 
Trimethoprim 183,45 
Sulfathiazol 0 
Sulfapyridin 48,37 
Sulfamethazine 19,29 
Sulfamethoxazol 0 
 
Obrázek 40: Srovnání dvou chromatogramů léčiv při použití 1 % methanolu jako extrakčního činidla 
•  Ultračistá (MiliQ) voda 
 Dále byla vyzkoušena extrakce kalu v ultračisté vodě. Byla provedena extrakce jak vzorku 
s kalem, tak i vzorku bez kalu. Výtěžnost vzorku bez kalu se pohybovala v rozmezí 80 – 
100 %, avšak výtěžnost vzorku s kalem byla velmi nízká; u některých léčiv byla opět téměř 
nulová (viz obr. 41). Původní přídavek, který byl 1 mg léčiva, se zvýšil na 5 mg a pokus byl 
proveden znovu. Získané výsledky jsou prezentovány v tabulce 14. Výtěžnost sulfathiazolu 
a sulfamethoxazolu byla v obou případech opět téměř nulová, u ostatních léčiv se pohybovala 
v rozmezí 20 – 30 %; u trimethoprimu dosahovala výtěžnost hodnot 10 – 20 %.  
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Tabulka 14: Výtěžnosti léčiv při použití ultračisté (MiliQ) vody jako extrakčního činidla, při různých 
přídavcích standardu 
Léčivo Výtěžnost (%)  
při přídavku 1 mg
Výtěžnost (%)  
při přídavku 5 mg 
Trimethoprim 18,18 12,33 
Sulfathiazol 1,73 2,36 
Sulfapyridin 26,25 27,59 
Sulfamethazine 22,32 28,20 
Sulfamethoxazol 0,87 0,33 
 
Obrázek 41: Chromatogramy léčiv při použití čisté vody jako extrakčního činidla 
•   0,1 % kyselina mravenčí 
 Po zisku negativních výsledků při extrakci methanolem, byl vyzkoušena extrakce kalu 
s 0,1 % kyselinou mravenčí. Opět byla provedena jak u vzorku s kalem, tak i u vzorku bez 
kalu, obojí s přídavkem stejného množství léčiva. Výtěžnost vzorku bez kalu se pohybovala 
okolo 90 – 100 %, výtěžnost vzorku s kalem byla nižší; nejvyšší výtěžnost byla prokázána 
u trimethoprimu, a to 73 %, dále pak u sulfamethazinu a sulfapyridinu. Velmi nízká výtěžnost 
však byla zjištěna u sulfathiazolu a nulová byla u sulfamethoxazolu. Původní přídavek, který 
činil 1 mg léčiv,  byl zvýšen na 10 mg  a pokus byl znovu proveden. V tomto experimentu se 
zvýšenou dávkou léčiva byla nejvyšší výtěžnost stanovena u sulfamethazinu a to 67 %, dále 
pak u sulfapyridinu a trimethoprimu; velmi nízká výtěžnost byla opět prokázána 
u sulfathiazolu a téměř nulová u sulfamethoxazolu. Získané výsledky jsou shrnuty 
v tabulce 15.  
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Tabulka 15: Výtěžnosti léčiv při použití 0,1 % kyselina mravenčí jako extrakčního činidla, 
při různých přídavcích standardu 
Léčivo Výtěžnost (%)  
při přídavku 1 mg 
Výtěžnost (%)  
při přídavku 10 mg 
Trimethoprim 73,04 37,81 
Sulfathiazol 8,04 4,56 
Sulfapyridin 48,92 41,76 
Sulfamethazine 57,58 66,65 
Sulfamethoxazol 0 0,37 
 
Obrázek 42: Chromatogramy léčiv při použití 0,1 % kyseliny mravenčí jako extrakčního činidla 
•   Čistý methanol 
 Byl vyzkoušen také postup s čistým methanolem jako extrakčním činidlem. Postup byl 
stejný jako v předcházejících případech, pouze po odstředění měl být vzorek odpařen 
na rotační vakuové odparce do sucha a rozpuštěn v 0,1 % kyselině mravenčí a pak nanesen 
na SPE kolonku. Tento postup se jevil jako velmi vhodný, protože methanol byl v literatuře 
uváděn jako optimální činidlo pro extrakci z kalu. Není však vhodné ho nanést přímo na SPE 
kolonku, protože léčiva rozpuštěná v methanolu se na kolonce nezachytí; viz text výše. Proto 
by měl být odstředěný extrakt odpařen a znovu rozpuštěn ve vhodném rozpouštědle, kterým 
byla v tomto případě 0,1% kyselina mravenčí. Při provádění tohoto pokusu se v odstředěném 
extraktu (tj. roztok methanol + kal po ultrazvuku a centrifugaci) objevila pěna, která 
zabraňovala odpaření methanolu na rotační vakuové odparce. Vznik pěny si lze vysvětlit tak, 
že pravděpodobně došlo k vyextrahování povrchově aktivních látek z  kalu do methanolu, 
případně mohlo dojít  také ke kontaminaci vzorku ze špatně opláchnutého skla. Proto byl 
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proveden slepý pokus (stejný postup, ale bez kalu), ve kterém povrchově aktivní látky nebyly 
zjištěny. Tímto způsobem byla vyvrácena možnost kontaminace z laboratorního skla. Pomocí 
spektrofotometru Spektoquant Nova 60 (Merck, Německo) a za použití reagenčních činidel, 
která jsou součástí komerčně vyráběných setů Spectroquant®, byla ověřena přítomnost 
neionogenních tenzidů v matrici. Přesná koncentrace však nebyla stanovena, potřebovali jsme 
pouze kvalitativní průkaz přítomnosti tenzidů v kalech. Přístroj byl nastaven na rozsah 
koncentrací v rozmezí od 0,1 až do 7,5 mg.l–1; tato hodnota byla v měřeném vzorku 
překročena.   
 Tenzidy bylo nutno z extraktu odstranit. Pro splnění tohoto cíle bylo použito několik 
postupů. První z nich byl následující: 
• Odstředěný extrakt byl filtrován přes vysušenou vatu odtučněnou acetonem a přes 
vyžíhaný síran sodný bezvodý. Touto filtrací tenzidy odstraněny nebyly.  
• Bylo ověřováno vymytí tenzidů z kalu malým množstvím vody. Kal s vodou byl 
30 minut extrahován v ultrazvukové lázni, poté byl vzorek odstředěn při 
5000 otáčkách/min. Takto upravený kal byl extrahován methanolem po dobu 30 minut 
v ultrazvukové lázni a poté odstředěn při 5000 otáčkách/min. Vzorek však stále 
po protřepání výrazně pěnil, což ukazovalo na stálou přítomnost tenzidů.  
• Kal byl vymýván větším množstvím vody. Dekantace byla vyzkoušena na 20 g kalu, 
který byl promýván vodou. Kal byl promyt celkem 600 ml destilované vody; ani 
v tomto případě nebyly tenzidy z kalu dostatečně odstraněny.   
• Byla také vyzkoušena změna pH, tj. zvýšení i snížení příslušné hodnoty. Vzorek však 
stále pěnil.  
 Tenzidy se ze vzorku nepodařilo odstranit, a proto bylo od metody ultrazvuku 
a centrifugace ustoupeno a byla vyzkoušena nová metoda, a to zrychlená extrakce 
rozpouštědlem (PSE). 
4.3.2.  Zrychlená extrakce rozpouštědlem (PSE)  
 Vzorek kalu byl volně sušen 48 hodin, poté byl smíchán se síranem sodným v poměru 
(3:1). Na dno 33 ml extrakční patronky byl nasypán 1 g silikagelu. Na silikagel bylo nasypáno 
20 g směsi kalu se síranem sodným. Extrakce probíhala podle podmínek uvedených 
v tabulce 16.  
Tabulka 16: Podmínky při použití PSE 
Rozpouštědlo methanol 
Teplota 40 °C 
Tlak 60 bar 
Počet cyklů 2 
Doba statické fáze 7 min 
Proplach rozpouštědlem 20 s 
Sušení dusíkem 2 min 
 
 Jako extrakční činidlo byl použit methanol; získaný extrakt byl odpařen do sucha na rotační 
vakuové odparce (Büchi), odparek byl rozpuštěn v 5 ml 0,1 % kyseliny mravenčí 
a kvantitativně převeden na SPE kolonku. Analyt byl eluován 2 ml 0,1 M kyselinou mravenčí 
s methanolem. Takto připravený vzorek byl analyzován na HPLC. Tato metoda byla shledána 
jako vhodná a byla následně použita pro stanovení léčiv obsažených v kalu.  
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4.3.3. Výtěžnosti léčiv při použití zrychlené extrakce rozpouštědlem (PSE) a extrakce na 
tuhou fázi (SPE) 
 Výtěžnosti léčiv byly vyhodnoceny na základě kalibrační závislosti plochy píku 
na koncentraci léčiva. Kalibrační roztoky byly připraveny ze standardů léčiv a získané 
kalibrační křivky jsou uvedeny v kapitole 4.2.1. Postup při stanovení výtěžnosti vybraných 
antibiotik je uveden v kapitole 3.5.2.1. Pouze místo reálného vzorku byl použit vzorek kalu, 
který neobsahoval přídavek léčiv o známé koncentraci.       
 4.3.3.1. Výtěžnost sulfathiazolu 
 Výtěžnosti sulfathiazolu se pohybovaly v rozmezí od 42,47 do 65,31 %.  Průměrná 
výtěžnost byla 54,08 %  a zjištěná průměrná výsledná koncentrace byla 5,62.10-2 g/l. Hodnota 
směrodatné odchylky pro sulfathiazol byla 0,78.10-2 g/l, relativní směrodatná odchylka byla 
13,97 %.  
Tabulka 17: Výtěžnosti sulfathiazolu při použití PSE a SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,04.10-1 6,47.10-2 62,23 
2 1,04.10-1 4,67.10-2 44,91 
3 1,04.10-1 5,98.10-2 57,55 
4 1,04.10-1 6,68.10-2 64,25 
5 1,04.10-1 6,79.10-2 65,31 
6 1,04.10-1 5,15.10-2 49,57 
7 1,04.10-1 4,42.10-2 42,47 
8 1,04.10-1 5,24.10-2 50,37 
9 1,04.10-1 5,32.10-2 51,19 
10 1,04.10-1 5,50.10-2 52,91 
Průměr - 5,62.10-2 54,08 
 
4.3.3.2. Výtěžnost sulfapyridinu  
 Výtěžnosti sulfapyridinu se pohybovaly v rozmezí od 71,91 do 103,99 %, přičemž 
průměrná výtěžnost byla 87,11 % a průměrná výsledná koncentrace 9,01.10-2 g/l. Hodnota 
směrodatné odchylky pro sulfapyridin byla 1,12.10-2 g/l, a relativní směrodatná odchylka byla 
12,58 %.  
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Tabulka 18: Výtěžnosti sulfapyridinu při použití PSE a SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,03.10-1 1,01.10-1 97,57 
2 1,03.10-1 0,78.10-1 75,64 
3 1,03.10-1 0,87.10-1 84,75 
4 1,03.10-1 0,88.10-1 85,68 
5 1,03.10-1 0,96.10-1 92,89 
6 1,03.10-1 0,74.10-1 71,91 
7 1,03.10-1 1,05.10-1 101,75 
8 1,03.10-1 1,07.10-1 103,99 
9 1,03.10-1 0,84.10-1 81,80 
10 1,03.10-1 0,77.10-1 75,07 
Průměr - 0,90.10-1 87,11 
4.3.3.3. Výtěžnost sulfamethazinu 
 Vypočtené hodnoty výtěžnosti sulfamethazinu se pohybovaly v rozmezí od 55,93 
do 89,33 %; vypočtená průměrná výtěžnost byla 73,95 % a průměrná koncentrace 7,69.10-2 
g/l. Hodnota směrodatné odchylky pro sulfamethazin byla 1,03.10-2 g/l, relativní směrodatná 
odchylka byla 13,36 %.  
Tabulka 19: Výtěžnosti sulfamethazinu při použití PSE a SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace 
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,04.10-1 9,29.10-2 89,33 
2 1,04.10-1 5,82.10-2 55,93 
3 1,04.10-1 7,94.10-2 76,39 
4 1,04.10-1 8,01.10-2 77,03 
5 1,04.10-1 8,87.10-2 85,29 
6 1,04.10-1 7,03.10-2 67,61 
7 1,04.10-1 8,25.10-2 79,35 
8 1,04.10-1 8,20.10-2 78,89 
9 1,04.10-1 6,98.10-2 67,09 
10 1,04.10-1 6,50.10-2 62,54 
Průměr - 7,69.10-2 73,95 
4.3.3.3. Výtěžnost sulfamethoxazolu 
 Výtěžnosti sulfamethoxazolu se pohybovaly v rozmezí od 47,40 do 89,20 %.  Průměrná 
výtěžnost byla 70,40 % a průměrná výsledná koncentrace 7,39.10-2 g/l. Hodnota směrodatné 
odchylky pro sulfamethoxazol byla 1,50.10-2 g/l a relativní směrodatné odchylka byla 
20,32 %.  
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Tabulka 20: Výtěžnosti sulfamethoxazolu při použití PSE a SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,05.10-1 8,14.10-2 77,54 
2 1,05.10-1 7,97.10-2 75,93 
3 1,05.10-1 9,17.10-2 87,32 
4 1,05.10-1 8,64.10-2 82,27 
5 1,05.10-1 9,37.10-2 89,20 
6 1,05.10-1 7,94.10-2 75,63 
7 1,05.10-1 6,29.10-2 59,93 
8 1,05.10-1 5,89.10-2 56,08 
9 1,05.10-1 4,98.10-2 47,40 
10 1,05.10-1 5,53.10-2 52,70 
Průměr -  7,39.10-2 70,40 
4.3.3.4. Výtěžnost trimethoprimu 
 Hodnoty výtěžnosti trimethoprimu se pohybovaly v rozmezí od 97,72 do 113,28 %.  
Průměrná výtěžnost byla 104,61 % a průměrná výsledná koncentrace 1,10.10-1 g/l. Hodnota 
směrodatné odchylky pro trimethoprim byla 5,50.10-3 g/l a relativní směrodatná odchylka 
5,10 %.  
Tabulka 21: Výtěžnosti trimethoprimu při použití PSE a SPE extrakci 
Číslo  
vzorku 
 
Původní  
koncentrace 
(g/l) 
Výsledná 
koncentrace
 (g/l) 
Výtěžnost 
  
(%) 
1 1,03.10-1 1,01.10-1 98,39 
2 1,03.10-1 1,17.10-1 113,28 
3 1,03.10-1 1,01.10-1 97,78 
4 1,03.10-1 1,07.10-1 104,16 
5 1,03.10-1 1,07.10-1 103,59 
6 1,03.10-1 1,01.10-1 97,72 
7 1,03.10-1 1,07.10-1 104,10 
8 1,03.10-1 1,09.10-1 106,10 
9 1,03.10-1 1,12.10-1 109,00 
10 1,03.10-1 1,15.10-1 111,96 
Průměr -  1,10.10-1 104,61 
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4.4. Reálné vzorky  
 Léčiva byla sledována v reálných vzorcích odpadní vody a následně v reálných vzorcích 
kalu. Protože bylo obtížné naleznout vhodnou metodu pro získání léčiv z kalu (viz kap. 4.3) 
byla optimalizovaná metoda (SPE, HPLC) nejprve vyzkoušena na reálných vzorcích odpadní 
vody. Po ověření vhodné metody pro zjišťování léčiv v kalu byla tato metoda vyzkoušena 
na několika reálných vzorcích kalu.   
4.4.1. Reálné vzorky odpadní vody 
 Reálné vzorky odpadních vod byly odebírány 2× denně na čistírně odpadních vod 
Veterinární a farmaceutické univerzity Brno. Vzorky byly odebírány jak na přítoku, tak 
i na odtoku z čistírny odpadních vod, z důvodu posouzení účinnosti čistírenského procesu. 
 Odebrané vzorky byly filtrovány přes filtry ze skelných vláken, dále byly přečištěny 
a zakoncentrovány pomocí SPE (postup je uveden v kapitole 3.5.2.2.) a nakonec byly 
analyzovány optimalizovanou metodou uvedenou v kapitole 3.5.4. 
 Z důvodu nízkých koncentrací sledovaných analytů v odpadní vodě byly sestrojeny nové 
kalibrační křivky (graf 6, 8, 10, 12, 14), které byly použity k výpočtu koncentrací v reálných 
vzorcích.  
 Reálné vzorky obsahovaly tak malá množství léčiv, že tyto látky nemohly být stanoveny 
přímo (viz obr. 43). Proto byla použita metoda standardního přídavku (viz obr. 44). 
Do zpracovaného vzorku bylo přidáno vždy stejné množství léčiv, a to 0,1 mg 
sulfonamidových antibiotik a 0,3 mg trimethoprimu.     
 
 
Obrázek 43: Chromatogram reálného vzorku odpadní vody: přítok, odtok 
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Obrázek 44: Chromatogramy léčiv standardu a následně s přídavkem ve vzorku odpadní vody 
4.4.1.1. Sulfathiazol 
 Koncentrace sulfathizolu v odpadní vodě byly hodnoceny pomocí níže uvedené kalibrační 
křivky (viz graf 6). Stanovené koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV jsou uvedeny 
v tabulce 22. Tabulka obsahuje tři paralelní stanovení koncentrace a jejich průměrnou 
hodnotu. Koncentrace na přítoku na ČOV se pohybovaly v rozmezí hodnot 9,36 – 16,74 µg/l. 
Na odtoku z ČOV byly koncentrace nižší, rozmezí hodnot bylo v tomto případě 3,12 – 
13,97 µg/l. Koncentrace na odtoku byly vždy nižší než na přítoku na ČOV, a proto lze 
konstatovat, že na sledované čistírně odpadních vod dochází k částečné eliminaci sledovaných 
léčiv. 
 V tabulce 23 jsou prezentovány průměrné koncentrace sulfathiazolu na přítoku a na odtoku 
z ČOV. Na přítoku byla průměrná hodnota koncentrace 11,82 µg/l a na odtoku 7,10 µg/l. Dále 
je v příslušné tabulce uvedeno množství odstraněného léčiva v µg/l a v procentech. Na ČOV 
bylo průměrně odstraněno 42,10 % léčiva, přičemž hodnoty kolísaly od 16,56 do 69,46 %. 
Získané výsledky jsou pro lepší posouzení zobrazeny na grafu 7. 
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Graf 6: Kalibrační křivka pro stanovení sulfathiazolu v reálných vzorcích  
Tabulka 22: Stanovené koncentrace sulfathiazolu v reálných vzorcích odpadní vody 
Den 
 
Doba 
odběru 
Místo 
odběru
c1  
(µg/l) 
c2  
(µg/l) 
c3 
(µg/l) 
cprůměr 
(µg/l) 
  
PO 
30.3.2009 
  
ráno přítok 0,98 14,05 18,87 11,30 
ráno odtok 1,85 3,23 8,55 4,54 
odpoledne přítok 2,54 9,11 17,81 9,82 
odpoledne odtok 0,35 7,05 13,49 6,96 
  
ÚT 
31.3.2009 
  
ráno přítok 2,10 5,23 20,75 9,36 
ráno odtok 0,23 1,98 11,99 4,73 
odpoledne přítok 2,92 13,18 15,43 10,51 
odpoledne odtok 0,42 3,79 5,42 3,21 
  
ST 
1.4.2009 
  
ráno přítok 5,11 7,11 19,37 10,53 
ráno odtok 0,60 0,54 11,49 4,21 
odpoledne přítok 4,48 8,67 20,25 11,13 
odpoledne odtok 2,48 5,36 12,18 6,67 
  
ČT 
2.4.2009 
  
ráno přítok 4,17 13,43 22,81 13,47 
ráno odtok 1,54 2,73 18,50 7,59 
odpoledne přítok 2,92 15,18 32,14 16,74 
odpoledne odtok 2,23 13,18 26,50 13,97 
  
PÁ 
3.4.2009 
  
ráno přítok 9,17 15,31 6,17 10,22 
ráno odtok 7,24 9,11 3,29 6,55 
odpoledne přítok 5,55 14,93 24,88 15,12 
odpoledne odtok 1,67 13,37 22,63 12,55 
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Tabulka 23: Průměrné koncentrace a odstraněná množství sulfathiazolu v reálných vzorcích odpadní 
vody 
Datum  
 
Doba odběru 
 
Přítok 
(µg/l) 
Odtok 
(µg/l) 
Odstraněno
(µg/l) 
Odstraněno 
(%) 
30.3.2009 ráno 11,30 4,54 6,76 59,79 
30.3.2009 odpoledne 9,82 6,96 2,86 29,09 
31.3.2009 ráno 9,36 4,73 4,63 49,45 
31.3.2009 odpoledne 10,51 3,21 7,30 69,46 
1.4.2009 ráno 10,53 4,21 6,32 60,01 
1.4.2009 odpoledne 11,13 6,67 4,46 40,08 
2.4.2009 ráno 13,47 7,59 5,88 43,66 
2.4.2009 odpoledne 16,74 13,97 2,77 16,56 
3.4.2009 ráno 10,22 6,55 3,67 35,92 
3.4.2009 odpoledne 15,12 12,55 2,57 16,97 
Průměr   11,82 7,10 4,72 42,10 
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Graf 7: Koncentrace sulfathiazolu v reálných vzorcích 
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4.4.1.2. Sulfapyridin 
 Koncentrace sulfapyridinu v odpadní vodě byly stanoveny pomocí níže uvedené kalibrační 
křivky (viz graf 8). Stanovené koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV jsou uvedeny 
v tabulce 24. Tabulka obsahuje tři paralelně prokázané koncentrace a jejich průměrnou 
hodnotu. Koncentrace na přítoku na ČOV se pohybovaly v rozmezí hodnot 14,98 – 22,84 µg/l 
a koncentrace na odtoku z ČOV se vyskytovaly v rozmezí hodnot 6,55 – 18,99 µg/l. 
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Graf 8: Kalibrační křivka pro stanovení sulfapyridinu v reálných vzorcích 
 V tabulce 25 jsou prezentovány průměrné koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV. 
Na přítoku byla průměrná hodnota koncentrace 18,57 µg/l a na odtoku 12,20 µg/l. Dále je 
v tabulce uvedeno množství odstraněného léčiva v µg/l a v procentech. Bylo prokázáno, že 
na ČOV bylo průměrně odstraněno 34,56 % léčiva, přičemž hodnoty kolísaly v rozmezí 11,95 
- 57,71 %. Výsledky jsou také zobrazeny na grafu 9. 
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Tabulka 24: Stanovené koncentrace sulfapyridinu v reálných vzorcích odpadní vody 
Den 
 
Doba 
odběru 
Místo 
odběru 
c1  
(µg/l) 
c2  
(µg/l) 
c3 
(µg/l) 
cprůměr 
(µg/l) 
  
PO 
30.3.2009 
  
ráno přítok 6,70 18,24 20,05 14,99
ráno odtok 5,14 3,83 10,66 6,55
odpoledne přítok 7,70 19,39 20,75 15,95
odpoledne odtok 5,24 13,22 15,58 11,35
  
ÚT 
31.3.2009 
  
ráno přítok 7,00 13,32 24,61 14,98
ráno odtok 4,99 11,16 22,26 12,80
odpoledne přítok 6,24 24,31 18,84 16,47
odpoledne odtok 1,78 12,52 18,34 10,88
  
ST 
1.4.2009 
  
ráno přítok 10,41 16,83 24,41 17,22
ráno odtok 0,37 1,73 19,75 7,28
odpoledne přítok 11,72 16,38 36,36 21,49
odpoledne odtok 7,35 12,57 17,89 12,60
  
ČT 
2.4.2009 
  
ráno přítok 10,41 18,99 29,08 19,49
ráno odtok 7,75 11,66 18,79 12,74
odpoledne přítok 11,56 22,86 30,29 21,57
odpoledne odtok 7,65 15,73 33,60 18,99
  
PÁ 
3.4.2009 
  
ráno přítok 20,00 41,53 7,00 22,84
ráno odtok 8,95 21,10 5,89 11,98
odpoledne přítok 10,41 19,80 31,89 20,70
odpoledne odtok 6,75 18,59 25,12 16,82
Tabulka 25: Průměrné koncentrace a odstraněná množství sulfapyridinu v reálných vzorcích odpadní 
vody 
Datum  
 
Doba odběru 
 
Přítok 
(µg/l) 
Odtok 
(µg/l) 
Odstraněno
(µg/l) 
Odstraněno 
(%) 
30.3.2009 ráno 14,99 6,55 8,45 56,35 
30.3.2009 odpoledne 15,95 11,35 4,60 28,85 
31.3.2009 ráno 14,98 12,80 2,17 14,52 
31.3.2009 odpoledne 16,47 10,88 5,59 33,94 
1.4.2009 ráno 17,22 7,28 9,94 57,71 
1.4.2009 odpoledne 21,49 12,60 8,88 41,35 
2.4.2009 ráno 19,49 12,74 6,76 34,67 
2.4.2009 odpoledne 21,57 18,99 2,58 11,95 
3.4.2009 ráno 22,84 11,98 10,86 47,54 
3.4.2009 odpoledne 20,70 16,82 3,88 18,75 
Průměr   18,57 12,20 6,37 34,56 
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Graf 9: Koncentrace sulfapyridinu v reálných vzorcích  
4.4.1.3. Sulfamethazin 
 Koncentrace sulfamethazinu v odpadní vodě byly stanoveny pomocí níže uvedené 
kalibrační křivky (viz graf 10). Stanovené koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV jsou 
uvedeny v tabulce 26. Tabulka obsahuje tři paralelně zjištěné koncentrace a jejich vypočtenou 
průměrnou hodnotu. Koncentrace na přítoku na ČOV se pohybovaly v rozmezí hodnot 10,31 
– 19,90 µg/l, na odtoku z ČOV bylo rozmezí hodnot 3,10 – 14,64 µg/l. 
 V tabulce 27 jsou uvedeny průměrné koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV. 
Na přítoku průměrná hodnota koncentrace činila 13,52 µg/l a na odtoku 8,44 µg/l. Dále je 
v příslušné tabulce rovněž uvedeno množství odstraněného léčiva v µg/l a v procentech. Bylo 
prokázáno, že část léčiv byla eliminována, v čistírně odpadních vod bylo průměrně 
odstraněno 37,15 % léčiva, přičemž hodnoty kolísaly od 7,00 do 76,16 %. Získané výsledky 
jsou rovněž zobrazeny na grafu 11. 
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Graf 10: Kalibrační křivka pro stanovení sulfamethazinu v reálných vzorcích 
Tabulka 26: Stanovené koncentrace sulfamethazinu v reálných vzorcích odpadní vody 
Den 
 
Doba 
odběru 
Místo 
odběru 
c1  
(µg/l) 
c2  
(µg/l) 
c3 
(µg/l) 
cprůměr 
(µg/l) 
  
PO 
30.3.2009 
  
ráno přítok 5,44 13,86 19,66 12,99
ráno odtok 0,83 0,34 8,12 3,10
odpoledne přítok 3,71 10,54 16,69 10,31
odpoledne odtok 3,36 7,67 12,52 7,85
  
ÚT 
31.3.2009 
  
ráno přítok 5,54 7,12 19,06 10,58
ráno odtok 0,34 6,08 15,89 7,44
odpoledne přítok 2,37 12,92 18,47 11,25
odpoledne odtok ND 4,50 4,30 4,40
  
ST 
1.4.2009 
  
ráno přítok 4,35 8,66 21,44 11,48
ráno odtok ND ND 10,68 1,68
odpoledne přítok 6,73 8,66 22,18 12,52
odpoledne odtok 4,10 2,22 11,68 6,00
  
ČT 
2.4.2009 
  
ráno přítok 5,49 13,17 21,44 13,37
ráno odtok 3,51 4,25 20,75 9,50
odpoledne přítok 6,88 16,59 27,98 17,15
odpoledne odtok 5,39 15,05 23,47 14,64
  
PÁ 
3.4.2009 
  
ráno přítok 15,60 37,24 6,88 19,90
ráno odtok 5,04 15,89 4,05 8,33
odpoledne přítok 5,39 15,50 25,90 15,60
odpoledne odtok 1,87 15,10 20,40 12,46
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Tabulka 27: Průměrné koncentrace a odstraněné množství sulfamethazinu v reálných vzorcích 
odpadní vody 
Datum  
 
Doba odběru 
 
Přítok 
(µg/l) 
Odtok 
(µg/l) 
Odstraněno
(µg/l) 
Odstraněno 
(%) 
30.3.2009 ráno 12,99 3,10 9,89 76,16 
30.3.2009 odpoledne 10,31 7,85 2,46 23,86 
31.3.2009 ráno 10,58 7,44 3,14 29,66 
31.3.2009 odpoledne 11,25 4,40 6,85 60,90 
1.4.2009 ráno 11,48 10,68 0,80 7,00 
1.4.2009 odpoledne 12,52 6,00 6,52 52,08 
2.4.2009 ráno 13,37 9,50 3,86 28,91 
2.4.2009 odpoledne 17,15 14,64 2,51 14,64 
3.4.2009 ráno 19,90 8,33 11,57 58,15 
3.4.2009 odpoledne 15,60 12,46 3,14 20,12 
Průměr  13,52 8,44 5,08 37,15 
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Graf 11: Koncentrace sulfamethazinu v reálných vzorcích  
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4.4.1.4. Sulfamethoxazol 
 Koncentrace sulfamethoxazolu v odpadní vodě byly hodnoceny pomocí níže uvedené 
kalibrační křivky (viz graf 12). Stanovené koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV jsou 
uvedeny v tabulce 28, ve které jsou uvedeny tři paralelně zjišťované koncentrace a jejich 
průměrná hodnota. Koncentrace na přítoku na ČOV se pohybovaly v rozmezí hodnot 10,27 – 
19,80 µg/l, koncentrace na odtoku z ČOV byly zjištěny v rozmezí hodnot 4,62 – 15,47 µg/l. 
 V tabulce 29 jsou prezentovány průměrné koncentrace zjištěné na přítoku a na odtoku 
z ČOV. Na přítoku byla průměrná hodnota koncentrace 14,06 µg/l a na odtoku 9,34 µg/l. Dále 
je v této tabulce uvedeno množství odstraněného léčiva v µg/l a v procentech. Bylo 
prokázáno, že pomocí čistícího procesu bylo průměrně odstraněno 32,70 % léčiva, přičemž 
hodnoty kolísaly od 6,65 do 63,61 %. Výsledky jsou pro názornost zpracovány do grafu 13. 
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Graf 12: Kalibrační křivka pro stanovení sulfamethoxazolu v reálných vzorcích 
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Tabulka 28: Stanovené koncentrace sulfamethoxazolu v reálných vzorcích odpadní vody 
Den 
 
Doba 
odběru 
Místo 
odběru 
c1  
(µg/l) 
c2  
(µg/l) 
c3 
(µg/l) 
cprůměr 
(µg/l) 
  
PO 
30.3.2009 
  
ráno přítok 5,89 12,71 18,97 12,53
ráno odtok 2,44 1,32 10,10 4,62
odpoledne přítok 5,24 9,44 16,12 10,27
odpoledne odtok 4,31 10,84 11,83 8,99
  
ÚT 
31.3.2009 
  
ráno přítok 5,94 6,64 19,11 10,56
ráno odtok 1,27 5,89 14,68 7,28
odpoledne přítok ND 14,11 16,17 15,14
odpoledne odtok ND 7,34 13,83 10,59
  
ST 
1.4.2009 
  
ráno přítok 6,08 9,02 19,30 11,47
ráno odtok ND ND 10,70 10,70
odpoledne přítok 7,81 10,05 21,87 13,24
odpoledne odtok 4,77 0,90 8,79 4,82
  
ČT 
2.4.2009 
  
ráno přítok 8,42 15,00 20,23 14,55
ráno odtok 4,59 5,19 19,21 9,66
odpoledne přítok 7,25 17,38 28,46 17,70
odpoledne odtok 6,41 15,33 24,67 15,47
  
PÁ 
3.4.2009 
  
ráno přítok 16,26 39,01 4,12 19,80
ráno odtok 7,11 16,50 2,30 8,63
odpoledne přítok 5,89 15,19 24,81 15,30
odpoledne odtok 4,31 15,05 18,55 12,64
 
Tabulka 29: Průměrné koncentrace a odstraněné množství sulfamethoxazolu v reálných vzorcích 
odpadní vody 
Datum  
 
Doba odběru 
 
Přítok  
(µg/l) 
Odtok  
(µg/l) 
Odstraněno 
(µg/l) 
Odstraněno
(%) 
30.3.2009 ráno 12,53 4,62 7,91 63,14 
30.3.2009 odpoledne 10,27 8,99 1,28 12,43 
31.3.2009 ráno 10,56 7,28 3,29 31,10 
31.3.2009 odpoledne 15,14 10,59 4,55 30,08 
1.4.2009 ráno 11,47 10,70 0,76 6,65 
1.4.2009 odpoledne 13,24 4,82 8,42 63,61 
2.4.2009 ráno 14,55 9,66 4,89 33,60 
2.4.2009 odpoledne 17,70 15,47 2,23 12,58 
3.4.2009 ráno 19,80 8,63 11,16 56,39 
3.4.2009 odpoledne 15,30 12,64 2,66 17,40 
Průměr   14,06 9,34 4,72 32,70 
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Graf 13: Koncentrace sulfamethoxazolu v reálných vzorcích 
4.4.1.5. Trimethoprim 
 Koncentrace trimethoprimu v odpadní vodě byly zjišťovány pomocí níže uvedené 
kalibrační křivky (viz graf 14). Stanovené koncentrace na přítoku a na odtoku z ČOV jsou 
uvedeny v tabulce 30. Tabulka obsahuje kromě tří paralelních hodnot koncentrací také jejich 
průměrnou hodnotu. Koncentrace na přítoku na ČOV se pohybovaly v rozmezí hodnot 423,04 
– 613,34 µg/l, zatímco koncentrace na odtoku z ČOV se pohybovaly v rozmezí od 388,04 
do 462,96 µg/l. 
 V tabulce 31 jsou prezentovány průměrné koncentrace zjištěné na přítoku a na odtoku 
z ČOV. Na přítoku byla průměrná koncentrace 521,40 µg/l a na odtoku 422,29 µg/l. 
V příslušné tabulce je rovněž uvedeno množství odstraněného léčiva v µg/l a v procentech. 
Bylo zjištěno, že na ČOV bylo průměrně odstraněno 18,38 % léčiva, přičemž hodnoty 
kolísaly od 5,99 do 30,85 %. Výsledky této série měření byly zpracovány do grafu 15. 
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Graf 14: Kalibrační křivka pro stanovení trimethoprimu v reálných vzorcích  
Tabulka 30: Stanovené koncentrace trimethoprimu v reálných vzorcích odpadní vody 
Den 
 
Doba 
odběru 
Místo 
odběru 
c1  
(µg/l) 
c2  
(µg/l) 
c3 
(µg/l) 
cprůměr 
(µg/l) 
  
PO 
30.3.2009 
  
ráno přítok 395,08 429,61 444,42 423,04
ráno odtok 393,98 376,44 393,71 388,04
odpoledne přítok 501,97 490,74 513,76 502,16
odpoledne odtok 394,26 410,70 444,14 416,37
  
ÚT 
31.3.2009 
  
ráno přítok 482,79 494,85 528,56 502,06
ráno odtok 407,96 387,13 458,67 417,92
odpoledne přítok 591,33 611,33 637,37 613,34
odpoledne odtok 398,09 411,52 462,78 424,13
  
ST 
1.4.2009 
  
ráno přítok 493,20 492,93 508,28 498,14
ráno odtok 379,73 391,24 449,07 406,68
odpoledne přítok 553,50 523,08 584,20 553,59
odpoledne odtok 413,72 401,38 461,68 425,59
  
ČT 
2.4.2009 
  
ráno přítok 480,59 525,82 521,43 509,28
ráno odtok 415,64 409,06 449,35 424,68
odpoledne přítok 553,23 586,12 603,93 581,09
odpoledne odtok 399,19 428,24 447,43 424,96
  
PÁ 
3.4.2009 
  
ráno přítok 494,30 506,63 476,48 492,47
ráno odtok 432,90 529,11 426,87 462,96
odpoledne přítok 512,11 538,70 565,56 538,79
odpoledne odtok 407,96 413,44 473,19 431,53
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Tabulka 31: Průměrné koncentrace a odstraněné množství trimethoprimu v reálných vzorcích 
odpadní vody 
Datum  
 
Doba 
odběru 
Přítok  
(µg/l) 
Odtok  
(µg/l) 
Odstraněno
(µg/l) 
Odstraněno
(%) 
30.3.2009 ráno 423,04 388,04 34,99 8,27 
30.3.2009 odpoledne 502,16 416,37 85,79 17,08 
31.3.2009 ráno 502,06 417,92 84,14 16,76 
31.3.2009 odpoledne 613,34 424,13 189,21 30,85 
1.4.2009 ráno 498,14 406,68 91,45 18,36 
1.4.2009 odpoledne 553,59 425,59 128,00 23,12 
2.4.2009 ráno 509,28 424,68 84,60 16,61 
2.4.2009 odpoledne 581,09 424,96 156,14 26,87 
3.4.2009 ráno 492,47 462,96 29,51 5,99 
3.4.2009 odpoledne 538,79 431,53 107,26 19,91 
Průměr   521,40 422,29 99,11 18,38 
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Graf 15: Koncentrace trimethoprimu v reálných vzorcích 
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4.4.1.6. Shrnutí  
 Výsledky, které byly prezentovány v předešlých tabulkách a grafech dokumentují to, že 
koncentrace léčiv sledovaná v odpadních vodách během sledovaného období výrazně 
kolísaly. Lze se domnívat, že důvodem může být rovněž rozdílné množství sulfonamidů, které 
bylo v rámci léčby na klinikách umístěných v areálu Veterinární a farmaceutické univerzity 
Brno aplikováno.  
 Z vypočítaných hodnot procentuálního množství odstraněných léčiv z odpadní vody, lze 
poukázat také na to, že procentické hodnoty vyjadřující odstranění léčiv jsou odlišná jak 
u různých druhů sulfonamidů, tak také v rámci měření u jednoho druhu léčiva. Průměrné 
procentuální množství odstraněných léčiv z odpadní vody je znázorněno v grafu 16.  
 Na závěr tohoto hodnocení lze konstatovat, že vybraná léčiva jsou v čistírenském procesu 
odstraněna jen zčásti, a proto nelze vyloučit další negativní ovlivnění vodního ekosystému 
prostřednictvím těchto látek. Platí to i pro specifickou ČOV situovanou v areálu Veterinární 
a farmaceutické univerzity Brno, kde bylo možné předpokládat vyšší koncentrace 
sledovaných léčiv ve vodách, než u běžných komunálních ČOV. Získané výsledky odpovídají 
údajům publikovaným v odborné literatuře. 
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Graf 16: Průměrné procentuální odstranění léčiv z odpadní vody 
4.4.2. Reálné vzorky kalu 
 Reálné vzorky kalu byly odebírány 1× denně na velkokapacitní čistírně komunálních 
odpadních vod (ČOV) Brno – Modřice. Analyzovaným vzorkem byl odstředěný kal, který byl  
podle potřeby 24 – 48 hodin sušen na vzduchu a poté byl upraven podle postupu uvedeného 
v kapitole 4.3.2.  
 Ve všech reálných vzorcích kalu byla zjištěna tato léčiva: trimethoprim, sulfapyridin 
a sulfamethazin. V jednom z pěti vzorků kalu byl detekován také sulfamethoxazol. 
Sulfathiazol nebyl prokázán v žádném z reálných vzorků.  
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Obrázek 45: Chromatogram reálného vzorku kalu 
4.4.2.1. Sulfapyridin  
 Koncentrace sulfapyridinu v reálných vzorcích kalu byly stanoveny pomocí kalibrační 
křivky (viz graf 8) uvedené v kapitole 4.4.1.2. Stanovené koncentrace jsou prezentovány 
v tabulce 32. Tabulka obsahuje tři paralelně zjištěné koncentrace a jejich průměrnou hodnotu. 
Koncentrace se pohybovaly v rozmezí hodnot 0,42 – 2,02 µg/g, přičemž průměrná 
koncentrace byla 0,97 µg/g. 
Tabulka 32: Stanovené koncentrace sulfapyridinu v reálných vzorcích kalu 
Den c1 (µg/g) c2 (µg/g) c3 (µg/g) cprůměr (µg/g) 
23.4. 1,09 2,12 2,85 2,02 
28.4. 0,65 0,62 0,66 0,64 
29.4. 0,82 0,71 1,77 1,10 
30.4. 0,37 0,46 0,44 0,42 
4.5. 0,73 0,58 0,62 0,64 
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Graf 17: Koncentrace sulfapyridinu v reálných vzorcích kalu 
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4.4.2.2. Sulfamethazin  
 Koncentrace sulfamethazinu v reálných vzorcích kalu byly hodnoceny pomocí kalibrační 
křivky (viz graf 10) uvedené v kapitole 4.4.1.3. Stanovené koncentrace jsou uvedeny 
v tabulce 33. Tabulka obsahuje tři paralelně prokázané koncentrace a jejich průměrnou 
hodnotu. Koncentrace se pohybovaly v rozmezí hodnot 1,11 – 1,70 µg/g; průměrná 
koncentrace byla 1,45 µg/g. 
Tabulka 33: Stanovené koncentrace sulfamethazinu v reálných vzorcích kalu 
Den c1 (µg/g) c2 (µg/g) c3 (µg/g) cprůměr (µg/g) 
23.4. 0,98 1,55 2,53 1,68 
28.4. 1,71 1,85 1,55 1,70 
29.4. 1,77 1,37 1,74 1,63 
30.4. 1,20 0,99 1,17 1,12 
4.5. 1,16 1,08 1,10 1,11 
Koncentrace sulfamethazinu v reálných 
vzorcích kalu
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Graf 18: Koncentrace sulfamethazinu v reálných vzorcích kalu 
4.4.2.3. Sulfamethoxazol  
 Koncentrace sulfamethoxazolu v reálných vzorcích kalu byly vypočteny pomocí kalibrační 
křivky (viz graf 12) prezentované v kapitole 4.4.1.4. Zjištěné koncentrace jsou uvedeny 
v tabulce 34. Tabulka opět obsahuje tři paralelně zjištěné koncentrace a jejich průměrnou 
hodnotu. Sulfamethoxazol byl stanoven pouze v jednom vzorku kalu a průměrná koncentrace 
byla 5,30.10-1 µg/g. V ostatních vzorcích se hodnoty pohybovaly pod mezí detekce.  
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Tabulka 34: Stanovené koncentrace sulfamethoxazolu v reálných vzorcích kalu 
Den c1 (µg/g) c2 (µg/g) c3 (µg/g) cprůměr (µg/g) 
23.4. ND ND ND ND 
28.4 5,64.10-1 6,25.10-1 4,01.10-1 5,30.10-1 
29.4. ND ND ND ND 
30.4. ND ND ND ND 
4.5. ND ND ND ND 
Koncentrace sulfamethoxazolu v reálných 
vzorcích kalu
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Graf 19: Koncentrace sulfamethoxazolu v reálných vzorcích kalu 
4.4.2.4. Trimethoprim 
 Koncentrace trimethoprimu v reálných vzorcích kalu byly stanoveny pomocí kalibrační 
křivky (viz graf 14) prezentované v kapitole 4.4.1.5. Prokázané koncentrace jsou uvedeny 
v tabulce 35. V tabulce jsou kromě tří paralelně zjištěných hodnot uvedeny i průměrné 
hodnoty. Koncentrace se pohybovaly v rozmezí hodnot 7,18 – 39,83 µg/g, přičemž průměrná 
koncentrace byla 24,58 µg/g.  
Tabulka 35: Stanovené koncentrace trimethoprimu v reálných vzorcích kalu 
Den c1 (µg/g) c2 (µg/g) c3 (µg/g) cprůměr (µg/g) 
23.4. 9,85 6,43 5,27 7,18 
28.4. 22,64 25,47 20,74 22,95 
29.4. 23,15 18,83 13,43 18,47 
30.4. 44,02 35,79 39,66 39,83 
4.5. 40,00 35,51 27,84 34,45 
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Graf 20: Koncentrace trimethoprimu v reálných vzorcích kalu 
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5.     ZÁVĚR 
 Předložená diplomová práce se zabývala posouzením kontaminace kalů z  čistíren 
odpadních vod rezidui léčiv. Sledovaná léčiva pocházela ze skupiny sulfonamidových 
a diaminopyrimidinových antibiotik; konkrétně se jednalo o sulfathiazol, sulfapyridin, 
sulfamethazin, sulfamethoxazol a trimethoprim. Léčiva byla vybrána především z důvodu 
jejich častého používání v humánní i veterinární medicíně. 
 Na základě poznatků získaných ze zpracované literární rešerše byla vypracována vhodná 
technika pro izolaci uvedených léčiv jak z kalu, tak také z odpadní vody; byl vypracován 
postup pro jejich identifikaci a rovněž byla ověřena vhodná separační metoda. Z možných 
separačních metod (kapalinová chromatografie, plynová chromatografie a kapilární 
elektromigrační metody), které se vesměs používají při stanovování léčiv, byla zvolena 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie s UV-VIS detektorem typu DAD (HPLC/DAD) 
a jako extrakční metoda tlaková extrakce rozpouštědlem (PSE) a extrakce tuhou fází (SPE). 
Oba tyto postupy patří mezi moderní metody urychlující průběh analýzy. 
 V rámci zpracované diplomové práce byly získány následující výsledky, které významným 
způsobem přispějí k rozvoji příslušného oboru:   
 
• Izolace vybraných léčiv z odpadního kalu byla provedena dvěmi na sebe navazujícími 
metodami, PSE a SPE. Jako první metoda byla využita zrychlená extrakce 
rozpouštědlem. Vhodnost metody byla ověřena stanovením výtěžnosti pro jednotlivá 
léčiva. Průměrné výtěžnosti léčiv činily pro sulfathiazol 54,08 %, pro sulfapyridin 
87,11 %, pro sulfamethazin 73,95 %, pro sulfamethoxazol 70,40 % a pro trimethoprim 
104,61 %. 
 
• Izolace léčiv z odpadního kalu byla rozšířena o extrakci na tuhou fázi (SPE). Metoda 
byla ověřena stanovením výtěžností všech sledovaných léčiv. Průměrné výtěžnosti 
léčiv činily pro sulfathiazol 100,41 %, pro sulfapyridin 99,07 %,  pro sulfamethazin 
103,38 %, pro sulfamethoxazol 99,93 % a pro trimethoprim 105,06 %. Tato metoda 
byla pro reálné vzorky ověřena využitím při stanovení léčiv přítomných v odpadní 
vodě. 
 
• Byly vypracovány a následně ověřeny optimální podmínky pro stanovení vybraných 
léčiv pomocí HPLC s detektorem diodového pole. Pro zvolenou metodu byla také 
stanovena mez detekce a mez stanovitelnosti pro jednotlivá léčiva. 
 
• Vzorky odpadní vody byly odebírány na čistírně odpadních vod na Veterinární 
a farmaceutické univerzitě Brno. Vzorky kalu byly naopak odebírány na komunální  
velkokapacitní čistírně odpadních vod v Brně-Modřicích. 
 
• V reálných vzorcích odpadní vody byly koncentrace sledovaných analytů velmi nízké, 
a proto byly vzorky vyhodnoceny pomocí standardního přídavku. Ve vodách 
odebraných z čistírny odpadních vod byly zjištěny tyto analyty: sulfathiazol 11,82 µg/l 
na přítoku (7,1 µg/l na odtoku), sulfapyridin 18,57 µg/l (12,2 µg/l), sulfamethazin 
13,52 µg/l (8,44 µg/l), sulfamethoxazol 14,06 µg/l (9,34 µg/l) a trimethoprim 
521,4 µg/l (422,29 µg/l). Hodnoty koncentrace stanovených léčiv na přítoku 
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na čistírnu odpadních vod jsou ve všech případech vyšší než hodnoty léčiv na odtoku 
z čistírny odpadních vod. Proto lze konstatovat, že během čistícího procesu evidentně 
dochází k odstranění části těchto léčiv z odpadní vody. Není však zcela jasné, zda je to 
způsobeno rozkladem těchto látek nebo jejich sorpcí na odpadní kal. 
 
• V reálných vzorcích odpadního kalu byly nalezeny pouze čtyři z pěti vybraných léčiv. 
Sulfapyridin dosáhl průměrné koncentrace 0,97 µg/g, sulfamethazin průměrné 
koncentrace 1,45 µg/g a trimethoprim koncentrace 24,58 µg/g. Sulfamethoxazol byl 
detekován pouze v jednom z pěti měřených vzorků; koncentrace v tomto případě byla 
0,53 µg/g. Všechny hodnoty koncentrace sulfathiazolu se pohybovaly pod detekčním 
limitem. Z hodnot prokázaných při analýze odpadního kalu a vody lze usoudit, že část 
léčiv se sorbuje na částice kalu a pouze malé množství těchto látek je na čistírně 
odpadních vod zcela odstraněno. 
 
 Předložená práce prokázala nezbytnost sledování reziduí léčiv v odpadních kalech 
i v odpadních vodách, protože jejich přítomnost může mít negativní dopad na vlastní proces 
biologického čištění v čistírnách odpadních vod. Tyto látky mohou také, pokud nejsou 
z vodního ekosystému zcela odstraněny, ovlivňovat svou přítomností zejména biotické 
matrice v nich přítomné. 
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7.  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
ACN  Acetonitril 
ATP Adenosintrifosfát 
CZE Kapilární zónová elektroforéza 
ČOV Čistírna odpadních vod 
DAD Detektor diodového pole 
DHL Dihydroxylistová kyselina 
DNA Deoxyribonukleová kyselina 
ECD Detektor elektronového záchytu 
ESI Ionizace elektrosprejem 
FID Plamenový ionizační detektor 
FLD   Fluorescenční detektor 
GC Plynová chromatografie 
GC-MS Spojení plynové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
GPC Gelová permeační chromatografie 
HPLC Vysoko účinná kapalinová chromatografie 
HPLC-DAD Spojení vysoko účinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole 
HPLC-UV Spojení HPLC s UV detektorem  
IEC Iontově výměnná chromatografie 
ITP Kapilární isotachoforéza 
LC Kapalinová chromatografie 
LC-ESI-MS 
Spojení kapalinové chromatografie, ionizace elektrosprejem a hmotnostní 
spektrometrie 
LC-MS Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostním spektrometrem 
LLC Kapalinová rozdělovací chromatografie 
LSC Kapalinová adsorpční chromatografie 
MASE Mikrovlnná extrakce 
m-RNA Mediátorová ribonukleová kyselina 
MS Hmotnostní spektrometr 
PLE Tlaková kapalinová extrakce 
PSE Zrychlená extrakce rozpouštědlem 
RNA Ribonukleová kyselina 
SMX Sulfamethoxazol 
SMZ Sulfamethazin 
SPE Extrakce tuhou fází 
SPY Sulfapyridin 
STZ Sulfathiazol 
TCD Tepelně vodivostní detektor 
TMP Trimethoprim 
TOF Analyzátor doby letu 
t-RNA Transferová ribonukleová kyselina 
TS Ionizace termosprejem 
